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The major problem in cancer treatment is toxic side effects of the chemotherapy. Typically less than 1 %  
of the administered free drug reaches target cells while the rest damages non-diseased cells. Toxic side effects 
often limit dose escalation of anticancer drugs which leads to incomplete tumor response, early disease relapse 
and possible the development of drug resistance. 
 
 
Liposomes can be targeted in cancer tissue with passive or active targeting. In passive targeting the liposomes 
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liposomes is to couple a targeting ligand to the surface of the drug carrier (i.e. active targeting). The ligand 
specifically binds to a surface epitope on the target cell leading to the accumulation of the liposomal drug 
inside the tumor cells.  
 
 
The aim of this study was to investigate the cytotoxicity of targeted immunoliposomes. In experimental part the 
liposomes were constructed using cetuximab (C225; Erbitux®) antibody and evaluated for specific cellular 
uptake and cytotoxicity in vitro. Cetuximab antibody is specific and selective inhibitor of HER-1 -protein 
(ErbB-1; EGFR; epidermal growth factor receptor). HER1 -protein is frequently expressed in high levels in 
human carcinomas (for example in lung and colorectal cancers, head, neck and breast cancers and in 
pancreatic, ovarian, prostate and bladder carcinomas). Specific immunoliposome uptake and cytotoxicity were 
studied in SKOV-3cells (ovarian adenocarsinoma cell line) which overexpress the EGF -receptor. Monkey 
kidney epithelial cells (CV-1) were used as a control cell line which represents non-diseased cells.  
 
 
Active targeting and cellular uptake of liposomes were investigated in cell uptake studies. Non-targeted 
pegylated liposomes were used as control liposomes. Specific binding of the cetuximab antibody to  
EGF -receptor was noticed in competition studies. The in vitro cytotoxicity of doxorubicin containing 
immunoliposomes was studied with Alamar Blue® cell viability assay. Liposome size was determined at 
intervals of about two weeks during the experimental part. 
 
 
In conclusions, antibody targeted immunoliposomes showed greater cellular uptake and cytotoxicity in EGFR-
overexpressing target cells (SKOV-3) than the corresponding non-targeted liposomal drug. Immunoliposomes 
showed greater cytotoxicity after five days incubation, which can be a consequence of liposome formulation 
and slow rate of release of doxorubicin. In contrast, antibody targeted liposomes did not show specific cellular 
uptake or cytotoxicity in CV-1 control cell line. 
 
 
In clinical cancer therapy actively targeted liposomes could improve the therapeutic effectiveness of the 
liposomal preparations. Many studies have shown that ligand-bearing liposomes will selectively bind to target 
cells in vitro, but only few studies have shown the possibility in vivo. 
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KÄYTETYT LYHENTEET JA YHDISTEIDEN MOLEKYYLIPAINOT 
 
BSA (bovine serum albumin): naudan seerumi albumiini 
 
C225 (cetuximab): setuksimabi vasta-aine, 152 000 g/mol  
 
CHOL (cholesterol): kolesteroli, 386,7 g/mol 
 
DSPE-PEG2000 (distearoylphosphatidylethanolamine-polyethylene-glycol):          
distearoyylifosfatidyylietanolamiini-polyetyleeniglykoli, 2787,5 g/mol 
 
DSPE-PEG2000 -Biot (distearoylphosphatidylethanolamine-polyethyleneglycol-biotine): 
distearoyylifosfatidyylietanolamiini-polyetyleeniglykoli-biotiini, 3016, 8 g/mol 
 




(karboksifluoreskeiini)(ammoniumsuola), 1136.41 g/mol 
 
HSPC (fully hydrogenated soy phosphatidylcholine):  
hydrogenoitu soijan fosfatidyylikoliini, 762,1 g/mol 
 
IC50 (half maximal inhibitory concentration): lääkeainekonsentraatio, jolla 50 % soluista on 
kuollut 
 
PBS (phosphate buffer saline): fosfaattipuskuroitu suolaliuos 
 

















Suurin ongelma syöpätautien lääkehoidossa on hoidon aiheuttamien toksisten 
sivuvaikutuksien ilmaantuminen. Tyypillisesti vain noin 1 % elimistöön annostellusta 
lääkeaineesta saavuttaa hoitoa tarvitsevat syöpäsolut; loppuosa lääkeaineesta jää 
vahingoittamaan elimistön terveitä soluja (Lasic ja Papahadjopoulos 1998, s. 221). Toksiset 
sivuvaikutukset rajoittavat lääkehoidon annoksen nostamista elimistössä riittävälle 
pitoisuudelle, mikä johtaa usein sairauden ennenaikaiseen pahenemiseen ja mahdollisen 
lääkeaineresistenssin kehittymiseen (Sapra ym. 2005). Lääkevaikutuksen kohdentaminen 
ainoastaan syöpäsoluihin on näin ollen ollut tutkijoiden mielenkiinnon kohteena jo 
vuosikymmenien ajan. Nanolääketieteessä liposomeja eli fosfolipidikaksoiskalvosta 
muodostuneita vesikkeleitä pyritään käyttämään lääkeaineiden kantajina eri puolille 
elimistöä. Sen lisäksi, että liposomien sisään tai fosfolipidikaksoiskalvoon pakattu 
lääkeaine on suojassa elimistön metaboliareiteiltä, liposomeilla voidaan muokata 
lääkeaineen farmakokineettisiä ominaisuuksia. Liposomien avulla voidaan pienentää 
lääkeaineen jakautumistilavuutta elimistössä, kasvattaa lääkeaineen puoliintumisaikaa 
vaikuttamalla lääkeaineen vapautumisnopeuteen valmisteesta sekä suurentaa lääkeaineen 
pitoisuutta verenkierrossa (AUC, area under the plasma concentration time curve) 
(Northfelt 1996; Allen ja Cullis 2004). Liposomivalmiste voidaan suunnitella myös niin, 
että se kulkeutuu kohti haluttua kudosta tai mahdollisesti kohdentuu jopa tiettyyn 
solutyyppiin. Liposomien välittämä lääkeaineen kohdentaminen voidaan jakaa kahteen eri 
menetelmään: passiiviseen ja aktiiviseen kohdentamiseen (Allen ym. 1998, s. 298). Tämän 
pro gradu -tutkielman kirjallisen osion tarkoituksena oli tutustua syöpäkudokseen 
kohdentuvien liposomien ominaisuuksiin tehokkaan soluunoton ja sytotoksisuuden 
saavuttamiseksi. Kokeellisessa osiossa tutkittiin kohdennettujen liposomien spesifistä 





2.1 Liposomien rakenne ja valmistaminen 
 
Fosfolipidit muodostavat perustan liposomien lipidikaksoiskalvorakenteelle. Fosfolipidit 
ovat amfifiilisiä molekyylejä, jotka järjestäytyvät spontaanisti vesipitoisessa ympäristössä 
muodostaen liposomeille ominaisen pallomaisen kaksoiskalvorakenteen (kuva 1). 
Liposomien kaksoiskalvorakenteen fosfolipidikoostumuksessa voidaan käyttää neutraaleja 
(esim. distearoyylifosfatidyylikoliini; DSPC, dioleyylifosfatidyylietanolamiini; DOPE) 
fosfolipidejä ja/tai negatiivisesti (esim. fosfatidyyliseriini; PS, fosfatidyyliglyseroli; PG) 
varautuneita fosfolipidejä. Positiivisesti varautuneita liposomeja voidaan valmistaa 
lisäämällä fosfolipidikoostumukseen esim. positiivisesti varautunutta stearyyliamiinia (SA) 
tai dioleyylidimetyyliammoniumpropaanidiolia (DODAP). Liposomien kalvorakenteeseen 
lisätään yleensä jäykkärakenteista kolesterolia (kuva 2), joka jäykistää liposomin 
nestemäisen fosfolipidikaksoiskalvon. Kolesterolin avulla saadaan pidennettyä liposomien 
säilytysaikaa, parannettua liposomien stabiiliutta verenkierrossa vähentämällä 
plasmaproteiinien sitoutumista liposomien pintaan sekä hidastettua liposomien sisään 
pakatun lääkeaineen permeaatiota fosfolipidikalvon läpi  









Kuva 1. Unilamellaarinen liposomi: amfifiiliset fosfolipidimolekyylit muodostavat 









Kuva 2. Kolesterolin rakennekaava. Kolesteroli jäykistää liposomin nestemäisen 
fosfolipidikaksoiskalvon ja parantaa liposomien in vitro ja in vivo stabiiliutta  
(Kirby ym. 1980). Jäykkään tasomaiseen steroidirenkaaseen on kiinnittynyt hydrofiilinen 
OH-ryhmä sekä hydrofobinen hiilivetyketju. 
 
Liposomit voidaan jakaa kolmeen eri pääluokkaan liposomien koon ja kaksoiskalvon 
lamellaarisuuden perusteella: suuret monikerroksiset liposomit (multilamellaarinen 
vesikkeli), pienet yksikerroksiset liposomit (unilamellaarinen vesikkeli) ja suuret 
yksikerroksiset liposomit. Suuret unilamellaariset liposomit ovat yleisimmin käytetty 
kalvomembraanin malli biologisissa systeemeissä (Hope ym. 1986). Multilamellaariset 
liposomit saadaan muodostettua haihduttamalla lipidiseoksesta orgaaninen liuotin ja 
hydratoimalla muodostunutta lipidifilmiä vesipitoisessa ympäristössä. Hydraation aikana 
lämpötilan tulee olla päälipidinä käytetyn fosfolipidin faasitransitiolämpötilan (Tm) 
yläpuolella, jolloin liposomit muodostuvat spontaanisti. Multilamellaaristen liposomien 
kokojakaumaa voidaan pienentää ultraäänikäsittelyllä (sonikaatio) tai puristamalla 
liposomit paineella ekstruuderin läpi. Sonikaatiolla saadaan muodostettua halkaisijaltaan 
20–50 nm kokoisia pieniä yksikerroksisia liposomeja ja ekstruuderilla puristamalla 
suodattimen huokoskoon kokoisia suuria yksikerroksisia liposomeja 
(Cornell ym. 1982; Avanti Polar Lipids 2009).  
 
Unilamellaaristen liposomien muodostumista ja liposomien sisään kapseloitavan 
lääkeaineen kapselointia voidaan edistää käsittelemällä liposomit jäädytys-
sulatusmenetelmällä (Mayer ym. 1986a). Jäädytys-sulatusmenetelmä perustuu jäätyneiden 
multilamellaaristen fosfolipidikaksoiskalvojen uudelleen järjestäytymiseen sulatuksen 
aikana kooltaan pienemmiksi unilamellaarisiksi liposomeiksi (Castile ja Taylor 1999). 
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Liposomien sisään kapseloitavan lääkeaineen fysikokemialliset ominaisuudet vaikuttavat 
kapselointimenetelmän valintaan ja lääkeaineen kapselointitehon suuruuteen. Passiivisella 
menetelmällä lääkeaine kapseloidaan hydraation aikana liposomien hydrofobiseen 
lipidimembraaniin tai hydrofiiliseen sisäosaan (Drummond ym. 2008). Hydrofobiset 
lääkeaineet, esimerkiksi paklitakseli ja doketaksoli, liuotetaan yleensä lipidimembraaniin 
passiivisella menetelmällä. Tällä menetelmällä hydrofobisen lääkeaineen kapselointitehoksi 
saadaan noin 30–35 % ja nopea lääkeaineen vapautuminen lipidimembraanista  
(Mayer ym. 1985; Drummond ym. 2008). Hydrofiilisen lääkeaineen kapselointiteho 
passiivisella menetelmällä on yleensä paljon pienempi ja siihen vaikuttaa ratkaisevasti 
liposomin lipidikoostumus ja valmistusmenetelmä (Mayer ym. 1986b) 
 
Muita liposomien sisään kapseloitavista sytotoksisista lääkeaineista ovat amfipaattiset 
heikosti emäksiset yhdisteet, kuten kamptotesiinit (topotekaani, irinotekaani), antrasykliinit 
(doksorubisiini, daunorubisiini, mitoksantroni, epirubisiini) ja vinka-alkaloidit  
(vinkristiini, vinblastiini, vinorelbiini), jotka tyypillisesti kapseloidaan erilaisilla 
ioninvaihtoon perustuvilla menetelmillä kationisen vastaionin avulla (Drummond ym. 
2008). Liposomin sisäosassa oleva kationi muodostaa fosfolipidikaksoiskalvon läpi  
pH-eron, joka ajaa heikosti emäksiset yhdisteet liposomin sisäosaan tai vaihtuu suoraan 
lääkeainemolekyylin kanssa. Ioninvaihto voidaan muodostaa sitruunahapon tai erilaisten 
ammoniumsuolojen avulla, tai käyttämällä Cu2+, Mn2+, Zn2+, Mg2+ metalli-ioneja 
(Drummond ym. 2008). Ioninvaihtoon perustuvat menetelmät tuottavat yleensä korkean ja 
kvantitatiivisen lääkeaineen kapseloitumistehon liposomin vesifaasiin  
(Van Winden ym. 1998, s. 679). 
  
2.2 Liposomien passiivinen kohdentaminen syöpäkudokseen 
 
Liposomien passiivisen kohdentamisen tarkoituksena on lisätä sytotoksisen lääkeaineen 
paikallistumista pelkästään kasvainkudokseen. Passiivinen kohdentaminen perustuu 
liposomien kulkeutumiseen verenkierron mukana, jolloin liposomit kerääntyvät 
epänormaalisti muodostuneeseen kasvainkudokseen. Kasvainkudoksen verisuonten 
endoteelisolujen soluvälit voivat vaihdella 200 nm ja 1,2 µm välillä kasvaintyypistä ja 
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sairastumisasteesta riippuen (Hobbs ym. 1998). Liposomit kulkeutuvat verenkierrosta 
kasvaimeen suurten soluvälien kautta ja pidättyvät kasvainkudoksessa heikentyneen 
imunestekierron takia (kuva 3) (Torchilin 2007). Syöpäkudoksessa liposomit hajoavat ja 
vapauttavat lääkeaineen aiheuttaen korkean paikallisen lääkeainepitoisuuden. 
Nanopartikkeleiden kerääntyminen kasvainkudokseen tunnetaan englanninkielisenä 
”enhanced permeability and retention” (EPR) ilmiönä. Passiivisesti kohdennettujen 
liposomien on todettu akkumuloituvan kasvainkudokseen ja aiheuttavan kasvainkudoksessa 
suuremman lääkeainepitoisuuden kuin pelkkä vapaa lääkeaine (Laginha ym. 2005).  
 
 
Kuva 3. Liposomien lisääntynyt permeabiliteetti ja retentio (EPR) syöpäkudoksessa. 
Liposomit kulkeutuvat verenkierrossa (1) ja penetroituvat syöpäkudokseen epänormaalisti 
muodostuneista soluväleistä (2). Syöpäkudoksessa liposomit hajoavat (3) ja vapauttavat 
lääkeaineen aiheuttamalla korkean paikallisen lääkeainepitoisuuden (4) (Torchilin 2007). 
  
 
2.2.1 Konventionaaliset liposomit 
 
Ensimmäiset nanolääketieteessä käytetyt liposomit, ns. konventionaaliset/klassiset 
liposomit valmistettiin amfifiilisestä fosfolipidistä ja kolesterolista hydratoimalla, jolloin 
lipidit muodostivat järjestäytyneen lipidikaksoiskalvon. Konventionaalisten liposomien 
sopimattomuus lääkeaineiden kantajina havaittiin kuitenkin pian, sillä elimistön nopea 
immuunipuolustusreaktio aiheutti liposomien nopean puhdistumisen verenkierrosta. 
Nopean puhdistuman syynä oli elimistön plasmaproteiinien sitoutuminen liposomien 
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fosfolipidikalvolle ja tästä aiheutuva opsonisaatio, joka aktivoi elimistön mononukleaarisen 
fagosyyttijärjestelmän makrofagisolut (engl. mononuclear phagocytic system; MPS)  
(Sapra ym. 2005). Mononukleaarisen fagosyyttijärjestelmän aktivoituessa maksan ja pernan 
syöjäsolut tunnistavat fosfolipidikalvolle sitoutuneet proteiinit ja pyrkivät nopeasti 
poistamaan partikkelit verenkierrosta. Laskimonsisäisesti annosteltuna konventionaalisten 
liposomien verenkiertopuhdistuma noudattaa Michaelis–Menten epälineaarista saturoituvaa 
farmakokinetiikkaa (Allen ym. 1995a). Rotilla tehdyn tutkimuksen mukaan 
fosfatidyylikoliinista ja kolesterolista (2:1) valmistettujen 100–200 nm kokoisten 
liposomien puoliintumisaika elimistössä on noin 0,5 h laskimonsisäisen annostelun jälkeen 
(Allen ja Everest 1983). 
    
2.2.2 Pegyloidut liposomit 
 
Merkittävä läpimurto liposomien passiivisessa kohdentamisessa saavutettiin 1990-luvulla, 
kun liposomien pintaan liitetyn hydrofiilisen polymeerin, polyetyleeniglykolin (PEG), 
havaittiin merkittävästi pidentävän liposomien kiertoaikaa elimistössä (Klibanov ym. 
1990). Fosfolipidikaksoiskalvoon liitetyn hydrofiilisen polymeerin taipuisa rakenne suojaa 
liposomin pintaa ja vähentää elimistön plasmaproteiinien kiinnittymistä lipidikalvolle, 
jolloin proteiinien välittämä opsonisaatio vähenee. Elimistön mononukleaarinen 
fagosyyttijärjestelmä ei kykene tunnistamaan suojattuja liposomeja, joten niiden kiertoaika 
elimistössä pitenee. Liposomien suojaaminen polymeerin avulla tunnetaan nimellä 
”steerinen stabilointi”. Steerisen stabiloinnin hyödylliset vaikutukset liposomien 
farmakokinetiikkaan on havaittu myös liposomeilla, joiden fosfolipidikalvolle on liitetty 
negatiivisesti varautuneita glykolipidejä, kuten monosialogangliosidimolekyylejä (GM1), 
fosfatidyyli-inositolia sekä eräitä muita lipidejä kuten sfingomyeliinia, 
sialihappojohdannaisia tai palmityyli-D-glukuronihappoa (PGIcUA) (Nagayasu ym. 1999). 
Suhteellisen edullinen ja helposti valmistettavissa oleva synteettinen polyetyleeniglykoli, 
joka voidaan liittää useilla eri menetelmillä liposomien fosfolipidikaksoiskalvoon, on 
kuitenkin syrjäyttänyt muiden lipidien käytön liposomien steerisenä stabiloijana 
(Papahadjopoulos ym. 1991).  
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Konventionaalisten liposomien farmakokinetiikasta poiketen polyetyleeniglykolia tai 
monosialogangliosidimolekyylejä sisältävien liposomien verenkiertopuhdistuma noudattaa 
laajalla annosalueella ensimmäisen kertaluokan ei-saturoituvaa lineaarista 
farmakokinetiikkaa (Allen ym. 1995a). Polyetyleeniglykolin molekyylipaino (hiiliketjun 
pituus) ja polyetyleeniglykolipitoisuus liposomissa vaikuttavat liposomien 
verenkiertopuhdistumaan (Mori ym. 1991; Gref ym. 2000). Mori työtovereineen (1991) 
vertaili PEG750-PE (PEGmp=  0,75  kDa),  PEG2000-PE (PEGmp=  2  kDa),  PEG5000-PE 
(PEGmp= 5 kDa) ja GM1 lipideillä steerisesti stabiloitujen liposomien 
verenkiertopuhdistumaa hiirillä laskimoannostelun jälkeen. Liposomien eliminaation 
puoliintumisaika kasvoi suurimmillaan PEG5000-PE pegylaatiolla puolesta tunnista  
6,2 tuntiin (taulukko 1). 
 
Taulukko 1. Polyetyleeniglykolin molekyylipainon ja monosialogangliosidin (GM1) 
vaikutus liposomien eliminaation puoliintumisaikaan (t1/2) hiirillä laskimoannostelun 




(1:1) 0,5 h 
Fosfatidyylikoliini/kolesteroli/PEG750PE 
(1:1:0.15) 0,7 h 
Fosfatidyylikoliini/kolesteroli/PEG2000PE 
(1:1:0.15) 1,7 h 
Fosfatidyylikoliini/kolesteroli/PEG5000PE 
(1:1:0.15) 6,2 h 
Fosfatidyylikoliini/kolesteroli/GM1 






Lipidiseokseen lisätään yleensä noin 4–10 % polyetyleeniglykolia kokonaislipidimäärästä 
(Allen ym. 1998, s. 305). Gref työtovereineen (2000) tutki polyetyleeniglykolipitoisuuden 
vaikutusta plasmaproteiinien sitoutumiseen polylaktidista (PLA) valmistettujen liposomien 
pinnalle. Lipidifilmiin lisättiin PEG5000-polyetyleeniglykolia 0,5–20,0 % (w/w) 
kokonaislipidimäärästä. Maksimaalinen väheneminen proteiinien sitoutumisessa 




Kuva 4. Liposomin pintaan adsorboituvien plasmaproteiinien määrään vaikuttaa 
lipidifilmin polyetyleeniglykolipitoisuus. Tutkimuksessa vertailtiin 0,5–20,0 % (w/w) 
polyetyleeniglykolia sisältäviä PEG5000-PLA-liposomeja. 5 % (w/w) PEG-pitoisuudella 
saavutettiin tiheyden kynnysarvo, jonka kasvattamisella ei ollut merkittävää vaikutusta 
sitoutuvien plasmaproteiinien määrään (Gref ym. 2000). 
 
FDA ja EMEA ovat hyväksyneet Kaposin sarkooman, munasarjasyövän sekä 
metastoituneen rintasyövän hoidossa käytettäväksi doksorubisiinia sisältävän pegyloidun 
liposomivalmisteen (Doxil® (Am.), Caelyx® (Eur.)). Pegyloidut, doksorubisiinia sisältävät 
liposomivalmisteet ovat huomattavasti tehokkaampia kuin konventionaaliset 
liposomivalmisteet. Lisäksi ne aiheuttavat vähemmän toksisia sivuvaikutuksia kuin vapaa 
lääkeaine (Papahadjopoulos ym. 1991; Williams ym. 1993; Gabizon ym. 1996, Working 
ym. 1999). Papahadjopoulos työtovereineen (1991) totesi lymfoomaa ja kolorektaalisyöpää 
sairastavilla rotilla doksorubisiinia sisältävien pegyloitujen liposomien  


























suuremman sytotoksisen vaikutuksen kuin pegyloimattomat liposomit. Liposomien 
pegylaatiolla saavutettiin viisi kertaa suurempi puoliintumisaika (15,3 h) kuin perinteisillä 
liposomeilla, minkä seurauksena liposomit kerääntyivät tehokkaasti kasvainkudokseen. 
Doksorubisiinin aiheuttama yleinen sydäntoksinen haittavaikutus rajoittaa useissa 
syöpätapauksissa lääkeaineen annoksen nostamista elimistössä riittävälle pitoisuudelle. 
Pegyloidun liposomaalisen doksorubisiinivalmisteen on todettu sekä prekliinisissä että 
kliinisissä tutkimuksissa aiheuttavan vähemmän sydäntoksisuutta kuin vapaa lääkeaine 
samalla kumulatiivisella hoitoannoksella (Berry ym. 1998; Working ym. 1999).  
 
2.3 Liposomien aktiivinen kohdentaminen syöpäsoluihin 
 
Liposomien aktiivisella kohdentamisella pyritään parantamaan passiivisesti kohdentuvien 
liposomien terapeuttista tehokkuutta kohdentamalla sytotoksisen lääkeaineen vaikutus 
pelkästään syöpäsoluihin. Aktiivisessa kohdennuksessa steerisesti stabiloidun liposomin 
pintaan kiinnitetään ligandi, joka spesifisesti tunnistaa kohdesolun. Kohde voi olla 
syöpäsoluissa yli-ilmentyvä reseptori esim. vitamiini- tai kasvutekijäreseptori tai ainoastaan 
syöpäsoluissa mutaation seurauksena spesifisesti ilmentyvä reseptorityyppi  
(Allen ym. 1998, s. 299). Ainoastaan syöpäsoluissa spesifisesti ilmentyviä antigeenejä 
tunnetaan hyvin vähän, minkä takia liposomien aktiivinen kohdentaminen on lähinnä 
keskittynyt kohdentamaan liposomit syöpäsoluissa yli-ilmentyviin reseptoriproteiineihin. 
Eri syöpätaudeissa yli-ilmentyviä reseptorityyppejä ovat mm. folaattireseptori, 
transferriinireseptori, sigmareseptori sekä epidermaaliset kasvutekijäreseptorit HER1 ja 
HER2 (Sapra ja Allen 2003). Tutkituimpia liposomeja kohdentavia ligandeja ovat 
reseptoreihin spesifisesti kohdentuvat kokonaiset vasta-aineet ja vasta-ainefragmentit sekä 
foolihappo ja transferriini.  
 
2.3.1 Kohdentava reseptoriligandi 
 
Korkean reseptorispesifisyyden takia syöpäsoluihin selektiivisesti kohdentuvista 
reseptoriligandeista tutkituimpia ovat rotta- ja hiiriperäiset IgG-luokan IgG1, IgG2a ja IgG2b 
immunoglobuliineihin kuuluvat kokonaiset vasta-aineet ja vasta-ainefragmentit. 
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Kohdentavana reseptoriligandina voidaan käyttää myös molekyylirakenteeltaan pieniä 
luonnollisesti elimistössä esiintyviä ligandeja, kuten peptidejä (kasvutekijät), 
hiilihydraatteja, vitamiineja (folaatti) ja glykoproteiineja (transferriini) tai kokonaan 
synteettisesti valmistettuja reseptoriligandeja (Sapra ym. 2005). Endogeeniset 
reseptoriligandit eivät aiheuta yhtä voimakasta immuunipuolustusreaktiota elimistöön 
annostelun jälkeen kuin molekyylirakenteeltaan suuret vasta-aineet. Luonnollisten 
reseptoriligandien kohdeproteiineja ilmenee kuitenkin epäselektiivisesti eri puolilla 
elimistöä, mikä on vähentänyt niiden käyttöä aktiivisessa tutkimuksessa. Taulukossa 2 on 
esitetty liposomien kohdentamisessa käytettyjä reseptoriligandeja sekä niiden 























Taulukko 2. Liposomien kohdentamisessa käytettyjä reseptoriligandeja sekä niiden 
kohdeproteiinit eri syöpätyypeissä (Allen 2002). 
Kohdentava ligandi Kohdeproteiini Kohdekasvain 




NGR (Asn-Gly-Arg peptidi) Aminopeptidaasi N Kasvainten vaskulaariset endoteelisolut 
Folaatti Folaattireseptori Folaattireseptoria yli-ilmentävät kasvaimet 
Transferriini Transferriinireseptori Transferriinireseptoria yli-ilmentävät kasvaimet 
GM-CSF (granylosyytti-
makrofagikasvutekijä) GM-CSF -reseptori Leukemiasolut 









Herceptin®) HER2 -reseptori 
HER2- reseptoria yli-
ilmentävät syöpäkasvaimet, 
esim. rinta- ja munasarjasyöpä 
Anti-CD20 (rituksimabi; 
Mabthera®) B-solujen CD20 -antigeeni Non-Hodgkinin lymfooma 
Anti-CD22 (epratutsumabi) B-solujen CD22 -antigeeni Non-Hodgkinin lymfooma 




antigeeni Akuutti myelooinen leukemia 




Anti-tenasiini Ekstrasellulaariset matriksiproteiinit 
Ekstrasellulaarisia 
matriksiproteiineja yli-
ilmentävät  kasvaimet, esim. 







pienisolusyöpä, paksu- ja 
peräsuolisyöpä 
Anti-MUC1 MUC1 -musiiniantigeeni Rinta- ja virtsarakkosyöpä 
Anti-TAG72 (tuumori-
assosioitunut glykoproteiini) TAG72 -antigeeni 
Rintasyöpä, munasarjasyöpä, 
paksu- ja peräsuolisyöpä 
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Elimistöön annostelun jälkeen vasta-ainemolekyyleillä kohdennetut liposomit aiheuttavat 
nopeasti maksan ja pernan syöjäsolujen välittämän immuunipuolustusreaktion, joka pyrkii 
opsonisaation ja fagosytoosin avulla poistamaan vieraat partikkelit verenkierrosta. 
Elimistön immuunipuolustusreaktion on havaittu kohdistuvan etenkin vasta-ainemolekyylin 
Fc-osaan (kuva 5a) (Harding ym. 1997; Sapra ym 2005). Immuunipuolustusreaktion 
välttämiseksi liposomien kohdennuksessa pyritään käyttämään muunneltuja kimeerisiä, 
humanisoituja tai täysin humaanisia vasta-ainemolekyylejä (kuva 5a), jotka eivät aiheuta 
yhtä voimakasta immuunipuolustusreaktiota kuin kokonaan eläinperäiset  
vasta-ainemolekyylit (Morrison ym 1984; Sapra 2005). Toinen keino vähentää  
vasta-ainemolekyylien välittämää immuunipuolustusreaktiota ja nopeaa puhdistumaa on 
käyttää kokonaisten vasta-ainemolekyylien sijasta muunneltuja vasta-ainefragmentteja  
(F(ab)2, Fab, scFv), joista puuttuu kokonaisille vasta-ainemolekyyleille ominainen 
immunogeenisyyttä aiheuttava Fc-osa (kuva 5b) (Maruymara ym. 1997; Park ym. 2002). 
Vasta-ainefragmenteilla kohdennettujen liposomien in vivo farmakokinetiikka noudattaa 
hyvin samanlaista profiilia kuin kohdentamattomien liposomien farmakokinetiikka  











Kuva 5a. Muunnellut kokonaiset vasta-ainemolekyylit. Kimeerisessä  
vasta-ainemolekyylissä humaanisekvenssin osuus on 60–70 %; immunogeenisyyttä 
aiheuttava Fc-osa on ihmisperäinen ja vaihteleva osa hiiri- tai rottaperäinen. 
Humanisoidussa molekyylissä humaanisekvenssin osuus on 90–96 % ja ainoastaan 











Kuva 5b. Muunnellut vasta-ainefragmentit. F(ab)2, Fab ja scFv vasta-aine fragmenteista 
puuttuu kokonaisille vasta-ainemolekyyleille ominainen immunogeenisyyttä aiheuttava  
Fc-osa (Itälä 2002).  
 
Vasta-ainemolekyyleillä kohdennettujen liposomien verenkiertopuhdistuma ja 
kulkeutuminen maksakudokseen on huomattavasti suurempaa kuin fragmenteilla 
kohdennettujen liposomien verenkiertopuhdistuma (Maruymara ym. 1997a). Kokonaisia 
vasta-ainemolekyylejä (51 vasta-ainemolekyyliä/liposomi) sisältävistä liposomeista noin  
40 % kerääntyi maksakudokseen yhden tunnin aikana (kuva 6). Vasta-ainefragmenteilla 
(517 Fab/liposomi) kohdennetut liposomit säilyivät kuusi kertaa pidempään verenkierrossa 
(kuva 6) ja kerääntyivät hiiren kasvainkudosmalliin kaksi kertaa enemmän kuin  




Kuva 6. Kokonaisia 21B2 vasta-ainemolekyylejä (?) ja vasta-ainefragmentteja (Fab) (?) 
sisältävien liposomien sekä kohdentamattomien liposomien (?) verenkiertopuhdistuma ja 






































2.3.2 Reseptoriligandin ja liposomin yhteenliittäminen 
 
Reseptoriligandi voidaan liittää liposomiin useilla eri menetelmillä. Reseptoriligandin ja 
liposomin välisen liitoksen tulisi olla luja ja tuottaa korkea ligandin kiinnittymisprosentti. 
Liitos ei saa olla elimistölle toksinen ja sen tulisi olla yksinkertaisesti valmistettavissa. 
Ligandi voidaan liittää suoraan liposomin fosfolipidikaksoiskalvoon kovalenttisella 
sidoksella tai biotiini-avidiinisidoksella. Avidiini muodostaa biotinyloidun vasta-aineen ja 
biotinyloidun lipidin välille ei-kovalenttisen sidoksen. Avidiinin ja biotiinin välinen 
affiniteetti (Ka = 1015 M-1) on voimakkain ei-kovalenttinen vuorovaikutus kahden 
molekyylin välillä (Avidin-Biotin Technical Handbook 2009 s. 1). Sidos voidaan 
muodostaa in vitro -olosuhteissa inkuboimalla tai in vivo kahdessa eri vaiheessa, jossa 
biotinyloidun avidiinia sisältävän ligandin annetaan sitoutua elimistössä kohdeproteiiniin ja 
altistetaan sen jälkeen liposomeille (Allen ym. 1998, s. 307). Kaksivaiheinen menetelmä 
mahdollistaa eri reseptoriligandikonjugaattien käytön tapauskohtaisesti.  
 
Steerisesti stabiloituun liposomiin ligandi voidaan liittää polyetyleeniglykolin distaaliseen 
päähän kovalenttisen sidoksen muodostavilla polyetyleeniglykolijohdannaisilla (kuva 8) 
(Allen ym. 1998, s. 304). Yleisesti käytettyjä kovalenttisen sidoksen muodostajia ovat 
PDP-PEG (pyridyyliditiopropionaatti) Hz-PEG (hydratsiini) ja Mal-PEG (maleimidi). 
PDP-PEG ja Mal-PEG muodostavat liposomin ja vasta-ainemolekyylin välille vahvan 
tioeetterisidoksen. Hz-PEG johdannaisella vasta-ainemolekyylin ja liposomin välille 
muodostuu hydratsonisidos. Reseptoriligandit asettuvat liposomiin sattumanvaraisesti 
suuntautuneena (kuva 8) (Bendas 2001). Vasta-ainemolekyylien sattumanvarainen 






Kuva 8. Vasta-aineella kohdennetut immunoliposomit. Vasta-ainemolekyylit voidaan liittää 
suoraan liposomin fosfolipidikaksoiskalvoon tai polyetyleeniglykolin distaaliseen päähän. 
Vasta-aine asettuu liposomin pintaan sattumanvaraisesti suuntautuneena (Bendas 2001). 
 
Steerisesti stabiloidun liposomin fosfolipidikalvoon liitetyn vasta-aineen antigeenia sitova 
osa ei pääse vapaasti reagoimaan kohdeproteiinin kanssa polyetyleeniglykolihiiliketjun 
aiheuttaman steerisen esteen takia (kuva 8). Näin ollen liposomien sitoutuminen 
kohdereseptoriin on vähäisempää kuin liposomeilla, joissa vasta-aine sijaitsee PEG-ketjun 
distaalisessa päässä (Hansen ym. 1995; Maruyama ym. 1997b). Lisäksi ligandien 
kiinnittymisprosentti fosfolipidikaksoiskalvoon on alhaisempi kuin PEG-ketjun päähän 
liitettyjen reseptoriligandien (Hansen ym. 1995).  
 
Liposomien tehokas kohdeproteiiniin sitoutuminen saavutetaan melko laajalla vasta-
ainepitoisuusalueella. Vasta-ainepitoisuudella 20–40 µg vasta-ainetta/µmol fosfolipidiä 
liposomien puoliintumisaika on useita tunteja, minkä ajatellaan riittävän tehokkaan in vivo 
kohdereseptoriin sitoutumisen saavuttamiseksi (Allen ym. 1995b; Allen ym. 1998 s. 311). 
Maruyama työtovereineen (1997b) tutki vasta-ainepitoisuuden vaikutusta liposomien 
jakautumiseen eri kudosten välillä (kuva 9). Vasta-aineen spesifinen sitoutuminen hiiren 
keuhkojen endoteelisoluihin oli tehokkainta suurilla  
(30 vasta-ainemolekyyliä/liposomi = 45µg vasta-ainetta/µmol fosfolipidiä) vasta-
ainepitoisuuksilla; 56,6 % injektoidusta annoksesta oli sitoutunut kohteeseen puoli tuntia 
injektion annon jälkeen. Tätä suuremmilla vasta-ainepitoisuuksilla sitoutuminen saturoitui 









Kuva 9. Vasta-ainemäärän vaikutus liposomien biodistribuutioon ja spesifiseen 
sitoutumiseen hiiren keuhkojen endoteelisoluihin. Sitoutuminen oli tehokkainta suurilla (30 
vasta-ainemolekyyliä/liposomi) vasta-ainemäärillä. Mittaukset suoritettiin hiirille puoli 
tuntia injektion annon jälkeen (n=3) (Maruyama ym. 1997b). 
 
2.3.3 Kohdennettujen liposomien terapeuttinen tehokkuus  
 
Kohdennettujen liposomien sytotoksista tehoa on tutkittu in vitro ja in vivo -kokeilla 
kohdentamalla liposomit yli-ilmentyviin reseptorityyppeihin. Pegyloidut liposomit ovat 
farmakokineettisten etujen takia käytetyin aktiivisen kohdennuksen liposomimalli. Useissa 
tutkimuksissa aktiivisesti kohdennetut liposomit ovat olleet terapeuttisesti tehokkaampia 
kuin vapaa lääkeaine tai kohdentamattomat liposomit. Doksorubisiinia sisältäviä 
liposomeja on onnistuneesti kohdennettu eläinmalleissa epidermaalisen 
kasvutekijäreseptoriperheen HER2-reseptoriproteiiniin, keuhkosyövässä  
yli-ilmentyneeseen ß1-integriinireseptoriin, neuroblastoomakasvaimen disialogangliosidi 
GD2-proteiiniin ja B-solulymfoomassa yli-ilmentyneeseen CD19-reseptoriproteiiniin 
(Lopes de Menezes ym. 1998; Sugano ym. 2000; Park ym. 2001; Sapra ja Allen 2002; Park 
ym. 2002; Pastorino ym. 2003). Soluviljelmissä doksorubisiiniliposomeja on onnistuttu 
kohdentamaan epidermaalisen kasvutekijäreseptoriperheen HER1-reseptoriin spesifisesti 






























2006). 5-fluorodeoksiuridiini-dipalmityylia sisältävien CC52 ja 3A4 vasta-aineella 
kohdennettujen liposomien on todettu olevan in vitro ja in vivo -kokeissa moninkertaisesti 
tehokkaampia sytotoksiselta vaikutukseltaan kuin vastaavien kohdentamattomien 
kontrolliliposomien (Mori ym. 1995; Koning ym. 1999). 
 
Park työtovereineen (2002) tutki doksorubisiinia sisältävien HER2-reseptoriin 
kohdennettujen liposomien terapeuttista tehokkuutta hiiren kasvainkudossiirrännäisessä ja 
vertasi tuloksia vapaaseen lääkeaineeseen ja kohdentamattomiin liposomeihin. Liposomit 
kohdennettiin kohdeproteiiniin spesifisesti sitoutuvalla trastutsumabi vasta-aineella. 
Syöpäkasvaimen kasvun hidastuminen oli suurinta kohdennettujen liposomien annostelun 
jälkeen; HER2-reseptorikohdennuksen avulla 16 % hiiristä parantui (kuva 10). Vapaalla 
doksorubisiinilla tai passiivisesti kohdennetuilla liposomeilla hoidettaessa kaikki hiiret 
menehtyivät. Tutkimuksessa myös todettiin aktiivisesti kohdennettujen liposomien olevan 
ylivoimaisesti tehokkaampi hoitomuoto kuin pelkän vasta-aineen, mikä viittaa liposomeilla 
saavutetun terapeuttisen tehokkuuden aiheutuvan doksorubisiinin sytotoksisesta 







Kuva 10. Trastutsumabi vasta-aineella HER2-reseptoriin kohdennettujen doksorubisiinia 
sisältävien immunoliposomien sekä kohdentamattomien (pegyloidut liposomit) liposomien 
ja vapaan doksorubisiinin syöpäkasvaimen kasvua hidastava vaikutus hiirillä (Park ym. 
2002). 
 
Osassa tutkimuksista aktiivisella kohdentamisella ei ole saavutettu terapeuttisesti 
tehokkaampaa vaikutusta verrattuna kohdentamattomiin liposomeihin  
(Moase ym. 2001; Moreira ym. 2001). Kohdereseptorin vähäinen ilmeneminen 
kasvainkudoksessa ja reseptorivälitteisen endosytoosin puuttuminen voivat osaltaan selittää 
kohdennettujen liposomien heikon tehon (Moase 2001). Myös kiinteän syöpäkasvaimen 
vaikea sijaintipaikka elimistössä sekä vähäinen verisuonitus ja heikko perfuusio voivat 
aiheuttaa kohdennuksen epäonnistumista (Moreira ym. 2001).  
 
2.4 Liposomiformulaation in vivo farmakokinetiikkaan ja terapeuttiseen tehoon 
vaikuttavia tekijöitä 
 
Liposomiformulaation farmakokineettiset ominaisuudet ja liposomin sisään kapseloidun 
lääkeaineen tehokas kulkeutuminen ja vapautuminen vaikutuspaikassa vaihtelevat laajasti 
riippuen lääkeaineen kantajasysteemin ominaisuuksista sekä lääkeaineen 
farmakokineettisestä profiilista. Lääkeaineen farmakokineettinen profiili voi vaihdella 
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lääkeaineiden välillä käytettäessä ominaisuuksiltaan yhteneviä liposomiformulaatioita 
(Drummond ym. 2008). Farmakokineettisen vaihtelun takia terapeuttisesti tehokkaan 
liposomiformulaation kehittäminen edellyttää tarkkaa formulaatiosuunnittelua eri 
lääkeaineille.  
 
2.4.1 Lipidikoostumus  
 
Lipidikoostumuksen vaikutus liposomiformulaation in vivo farmakokinetiikkaan on 
monimutkainen (Drummond ym. 2008). Lipidikoostumus voi vaikuttaa suoraan 
liposomiformulaation puhdistumaan aktivoimalla elimistön immuunipuolustuksen tai 
epäsuorasti muokkaamalla kantajasysteemin sisään pakatun lääkeaineen 
vapautumisnopeutta valmisteesta. Yleisesti voidaan todeta konventionaalisten 
liposomiformulaatioiden lipidikoostumuksen variaatioiden vaikuttavan herkästi valmisteen 
farmakokinettiseen puhdistumaan. Hydrofiilistä polymeeriä sisältävät liposomit sallivat 
lipidikoostumuksen erilaiset variaatiot säilyttäen steerisesti stabiloiduille liposomeille 
ominaisen pidentyneen puoliintumisajan (Woodle ym. 1992; Drummond ym. 2008). 
Liposomin fosfolipidikaksoiskalvon jäykistäminen pidentää liposomivalmisteen 
puoliintumisaikaa elimistössä (Gabizon ym. 1990; Semple ym. 1995). Kolesterolia  
30 mol % sisältävät distearyylifosfatidyylikoliinista valmistetut liposomit sitoutuivat hiiren 
plasmaproteiineihin 3–4 kertaa vähemmän kuin kolesterolia sisältämättömät liposomit, 
mikä pidensi liposomien puoliintumisaikaa verenkierrossa puolesta tunnista viiteen tuntiin 
(Semple ym. 1995). Liposomien puoliintumisaika ei merkittävästi kasvanut lisättäessä 
lipidikoostumukseen enemmän kuin 30 mol % kolesterolia. Myös lipidien asyyliketjun 
tyydyttyneisyys vaikuttaa liposomien puoliintumisaikaan verenkierrossa. Tyydyttyneistä 
lipideistä valmistetut liposomit säilyivät pidempään verenkierrossa ja akkumuloituivat 
kasvainkudokseen kaksi ja puoli kertaa enemmän kuin kokonaan tyydyttymättömistä 
lipideistä valmistetut liposomit (Gabizon ym. 1990). Lipidikoostumuksella voidaan myös 
vaikuttaa lääkeaineen vapautumisnopeuteen liposomivalmisteesta. Kolesterolin ja 
sfingomyeliinin on todettu hidastavan lääkeaineen permeaatiota liposomin 
fosfolipidikalvon läpi (Kirby ym. 1980; Roerdink ym 1988; Drummond ym. 2008). 
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Tyydyttyneistä fosfolipideistä (esim. HSPC; hydrogenoitu soijan fosfatidyylikoliini/DSPC; 
distearoyylifosfatidyylikoliini) koostuvien liposomien faasitransitiolämpötila  
(Tm = 55–58 °C) on huomattavasti korkeampi kuin elimistön lämpötila, minkä takia 
liposomin fosfolipidikalvo on elimistössä jäykkärakenteinen. Tämän takia lääkeaineen 
permeaatio kaksoiskalvon läpi on hitaampaa kuin liposomeista, joiden koostumuksessa on 




Lipidifilmin varautuneisuus vaikuttaa liposomin pintaan sitoutuvien plasmaproteiinien 
määrään, mikä vaikuttaa suoraan liposomien poistumisnopeuteen verenkierrosta. Yleisesti 
voidaan todeta neutraalien liposomien sitovan vähiten plasman proteiineja ja säilyvän 
verenkierrossa pidempään kuin voimakkaasti varautuneet negatiiviset tai positiiviset 
liposomit, jotka sitovat runsaasti plasmaproteiineja  
(Hernandez-Caselles ym. 1993; Drummond ym. 1999; Drummond ym. 2008). 
Varautuneiden liposomien nopea poistuminen verenkierrosta johtuu liposomien 
yhteenkasautumisesta veren Ca2+ -ionien ja plasman proteiinien kanssa, jonka seurauksena 
ne kulkeutuvat nopeasti maksaan ja pernaan  
(Juliano ja Stamp 1975; Hernandez-Caselles ym. 1993; Drummond ym. 2008). 
Positiivisesti varautuneet liposomit kulkeutuvat erityisesti myös keuhkojen vaskulaarisiin 
endoteelisoluihin sekä veriaivoesteeseen (Drummond ym. 2008). Positiivisesti 
varautuneiden liposomien epäspesifisen soluunoton on havaittu olevan huomattavasti 
suurempaa kuin neutraalien tai negatiivisesti varautuneiden liposomien, mikä johtuu 
solumembraanissa vallitsevasta negatiivisesta pintavarauksesta (Miller ym. 1998). 
Pelkästään yhdentyyppistä lipidiä sisältävien liposomien on todettu sitovan runsaasti 
plasman proteiineja riippumatta lipidifilmin varautuneisuudesta, lukuun ottamatta 






 2.4.3 Partikkelikoko 
 
Partikkelikoko on yksi merkittävin tekijä, joka määrittelee liposomiformulaation 
farmakokineettistä profiilia ja permeaatiota kasvainkudokseen. Yleensä partikkelikoon 
kasvu lisää valmisteen puhdistumaa verenkierrosta ja vähentää valmisteen terapeuttista 
tehoa (Gabizon ym. 1992; Nagayasu ym. 1994). Konventionaalisten liposomien 
partikkelikoon kasvu vaikuttaa herkemmin liposomien poistumisnopeuteen verenkierrosta 
kuin pegyloitujen liposomien partikkelikoon kasvu (Woodle ym. 1992; Drummond ym. 
2008).  
 
Halkaisijaltaan 100–200 nm kokoiset pegyloidut tai monosialogangliosidia sisältävät 
steerisesti stabiloidut liposomit säilyvät pisimpään verenkierrossa  
(Liu ym. 1992; Litzinger ym. 1994). Yli 200 nm kokoiset liposomit aktivoivat nopeasti 
elimistön immuunipuolustusreaktion ja päätyvät opsonisaation ja fagosytoosin seurauksena 
maksaan ja pernaan (Liu ym. 1992). Alle 100 nm kokoisten liposomien lyhyen 
puoliintumisajan arvellaan johtuvan suuresta maksapuhdistumasta parenkyymisoluissa, 
sillä ne läpäisevät helposti maksan sinusoidaalisten endoteelisolujen 100 nm kokoiset 
soluvälit (Liu ym. 1992). Optimaalinen partikkelikoko mahdollistaa liposomivalmisteen 
kulkeutumisen stabiilina verestä kasvainkudokseen ja retentoitumisen kasvainkudoksen 
sisällä mahdollisimman pitkään. Useissa eri syöpätyypeissä alle 100 nm kokoiset liposomit 
kulkeutuvat helposti veren- ja imunesteen mukana kasvainendoteelin läpi kasvainkudoksen 
sisään (Nagayasu ym. 1999). Halkaisijaltaan noin 100–120 nm kokoisten liposomien 
uskotaan kuitenkin retentoituvan kasvainkudoksen sisällä pidempään kuin 
partikkelikooltaan pienempien liposomien (Drummond ym. 2008). 
 
2.5 Liposomien toiminta solutasolla 
 
Useat syövän hoidossa käytettävät sytotoksiset lääkeaineet ovat kapean terapeuttisen alueen 
lääkeaineita, minkä takia tehokas hoitoannos voi aiheuttaa vakavia haittavaikutuksia 
elimistön terveissä soluissa. Systeemistä toksisuutta voidaan vähentää kapseloimalla 
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lääkeaine liposomien sisään ja näin suojata sytotoksiselle lääkeaineelle herkät kudokset. 
Liposomien avulla voidaan myös välttää pelkälle lääkeaineelle ominainen korkea 
plasmakonsentraatio sekä siitä aiheutuva akuutti toksisuus bolusinjektion annon jälkeen. 
Vähentynyt systeeminen toksisuus mahdollistaa lääkeaineen hoitoannoksen eskaloinnin 
haittavaikutusten mukaan ja auttaa saavuttamaan terapeuttisesti tehokkaamman 
vaikutuksen. Tehokas vaikutus edellyttää lääkeaineen retentoitumista liposomin vesi-  
tai rasvafaasissa liposomin kulkiessa verenkierrossa ja lääkeaineen tehokasta vapautumista 
kohdekudoksessa. Liposomiformulaatio voidaan suunnitella myös siten, että se vapauttaa 
lääkeaineen fysikaalisen ärsykkeen, kuten pH:n (pH-sensitiiviset liposomit), lämpötilan 
(termosensitiiviset liposomit) tai laservalon (fotosensitiiviset liposomit) vaikutuksesta 
(Drummond ym. 2008). Reseptoriligandi voidaan konjugoida liposomiin myös  
N-glutaryylifosfatidyylietanoliamiinin avulla, joka aiheuttaa liposomien hajoamisen heti 
kohdeproteiiniin sitoutumisen jälkeen (kohdennussensitiiviset liposomit)  
(Pinnaduwagy ja Huang 1992). 
 
2.5.1 Lääkeaineen vapautuminen liposomiformulaatiosta soluvälitilassa 
 
Lääkeaineen fysikokemialliset ominaisuudet vaikuttavat lääkeaineen retentoitumiseen 
liposomissa ja vapautumisnopeuteen liposomivalmisteesta. Lääkeaine voi siirtyä 
kasvainkudoksen soluvälitilaan kapseloituna liposomin sisään tai vapautua 
liposomivalmisteesta jo verenkierrossa. Aktiivisesti kohdennettujen liposomien 
sitoutuminen kohdeproteiiniin, joka ei kulkeudu reseptorivälitteisellä endosytoosilla solun 
sisään, aiheuttaa lääkeaineen diffundoitumisen liposomiformulaatiosta solujen ulkopuolelle 
ja kulkeutumisen solukalvolta passiivisen diffuusion tai aktiivisen transportterimekanismin 
välityksellä soluun. Tällä mekanismilla saavutetaan lääkeaineen korkea pitoisuus solujen 
ulkopuolella. Solujen ulkopuolella vapautuva lääkeaine jakautuu syöpäsolujen läheisyyteen 
ja johtaa epäspesifiseen solutoksisuuteen eli viereisvaikutukseen (engl. bystander effect), 
jossa sytotoksisen lääkeaineen vaikutus kohdistuu myös muiden kuin kohdesolujen 
toimintaan (Allen 2002). Jos lääkeaineen diffuusionopeus liposomiformulaatiosta ja 
kulkeutuminen plasman ja lymfaattisen nesteen mukana on nopeampaa kuin lääkeaineen 
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siirtymisnopeus solujen sisään, sytotoksisen lääkeaineen solunsisäinen vaikutus voi jäädä 
pieneksi lääkeaineilla, joilla on suuri jakautumistilavuus elimistössä (esim. doksorubisiini) 
(Sapra ja Allen 2003).  
 
2.5.2 Liposomien kulkeutuminen solun sisään   
 
Kohdeproteiiniin sitoutunut liposomi voi vuorovaikuttaa kohdesolun kanssa neljällä eri 
mekanismilla: 1) kohdeproteiiniin sitoutunut liposomi luovuttaa hitaasti sisältöään 
kohdesolun ulkopuolella, 2) lipofiilinen lääkeaine tai lipidi kulkeutuu diffundoitumalla 
lipidikalvolta solukalvon läpi solun sisään, 3) liposomi kulkeutuu soluun 
reseptorivälitteisen endosytoosin avulla, 4) liposomin ja solumembraanin kalvot yhtyvät 
fuusioitumalla (kuva 11) (Bendas 2001).  
 
 
Kuva 11. Kohdennettujen liposomien eri vuorovaikutusmekanismit kohdesolun kanssa 
kohdereseptoriin sitoutumisen jälkeen: (1) liposomin sisään kapseloidun lääkeaineen 
vapautuminen liposomivalmisteesta kohdesolun ulkopuolella; (2) lipofiilisen lääkeaineen 
tai lipidin kulkeutuminen diffundoitumalla lipidikalvolta solukalvon läpi; (3) liposomin 
kulkeutuminen solun sisään reseptorivälitteisen endosytoosin avulla; (4) liposomin 
fuusioituminen solumembraaniin (Bendas 2001). 
 
Eräissä syöpämalleissa sytotoksisesti tehokkaimmiksi on todettu liposomit, jotka 
kulkeutuvat solun sisään reseptorivälitteisellä endosytoosilla ja vapauttavat lääkeaineen 
solun sisällä (Machy ym. 1982; Berinstein ym. 1987; Matthay ym. 1989; Sapra ja Allen 
2002). Transferriinireseptorin, LDL-reseptorin, folaattireseptorin ja epidermaalisen 
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kasvutekijäreseptoriperheen reseptoreiden tiedetään olevan endosytoosilla solun sisään 
kulkeutuvia reseptoreja (Baulida ym. 1996; Allen ym. 1998 s. 301; Park ym. 2001). 
Transferriinireseptoriin in vitro kohdennettujen metotreksaattia sisältävien liposomien 
sitoutumisen, kulkeutumisen soluun ja metotreksaatin aiheuttaman solutoksisuuden on 
havaittu olevan huomattavasti suurempaa kuin solujen CD2, CD3 ja CD5 pinta-
antigeeneihin kohdennettujen liposomien aiheuttama solutoksisuus (Matthay ym. 1989).  
 
Vingerhoeds työtovereineen (1996) totesi in vitro -kokeissa ihmisen 
munasarjakarsinoomasoluihin (OVCAR-3) kohdennettujen doksorubisiinia sisältävien 
immunoliposomien sitoutumisen soluihin ja liposomien aiheuttaman solutoksisuuden 
olevan merkittävästi suurempi kuin kohdentamattomilla liposomeilla. In vivo -kokeissa 
kohdennetuilla liposomeilla ei kuitenkaan saavutettu tehokkaampaa terapeuttista vaikutusta 
hiiren munasarjakasvaimeen, vaikka liposomit sitoutuivat tehokkaasti kohdeproteiiniin. 
Tämä johtui todennäköisesti lääkeaineen ennenaikaisesta vapautumisesta kohdesolujen 
ulkopuolella. 
 
Liposomien reseptorivälitteisen edosytoosin lisäksi sytotoksisesti tehokkaan vaikutuksen 
edellytyksenä on riittävä kohdereseptorien määrä solun pinnalla. HER2 ja CD19 reseptoreja 
yli-ilmentävissä soluissa sytotoksinen vaikutus saavutettiin, kun reseptoritiheys oli  
104–105 reseptoria/solu (Lopes de Menezes 1998, Park ym. 2002, Hosokawa ym. 2003). 
Mamot työtovereineen (2003) havaitsi EGF-reseptoria yli-ilmentävissä soluissa 
doksorubisiinia sisältävien immunoliposomien sytotoksisen vaikutuksen kun reseptoreita 
oli vähintään 105–107 reseptoria/solu. Sytotoksista vaikutusta ei havaittu soluissa, joiden 
reseptorimäärä oli 104 reseptoria/solu, mikä vastaa normaalin solun EGF-reseptoritasoa. 
 
Liposomi voi fuusioitua kohdesolun kanssa kahdella eri mekanismilla: fuusioitumalla 
solumembraanin kanssa, jolloin liposomi vapauttaa lääkeaineen suoraan sytosoliin tai 
kulkeutumalla reseptorivälitteisen endosytoosin avulla endosomiin, jossa liposomi 
fuusioituu alhaisen pH:n vaikutuksesta endosomaaliseen kalvomembraaniin ja vapauttaa 
lääkeaineen sytosoliin (Mastrobattista ym. 1999). Solumembraaniin fuusioituminen ei 
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edellytä liposomin sitoutumista endosytoosilla solun sisään kulkeutuvaan kohdeproteiiniin, 
mikä mahdollistaa useiden eri kohdeproteiinien käytön. Liposomit voivat fuusioitua myös 
kohdentamattomiin soluihin, mistä voi seurata sytotoksisia vaikutuksia terveisiin soluihin. 
Liposomin fuusioituminen endosomaalisen tai lysosomaalisen kalvomembraanin kanssa 
edellyttää liposomin kulkeutumista reseptorivälitteisellä endosytoosilla solun sisään, mikä 
vähentää reseptoriproteiinien valintaa.  Endosomaaliseen kalvomembraaniin fuusioituvia 
liposomeja voidaan valmistaa dioleyylifosfatidyylietanolamiinista (DOPE) yhdistettynä 
happamaan lipidiin esimerkiksi N-palmityylihomokysteiiniin (PHC), 
kolesterolihemisukkinaattiin (CHEMS), oleiinihappoon (OA) tai 
diasyylisukkinyyliglyseroliin (Mastrobattista ym. 1999). Endosomien happamassa 
ympäristössä liposomien fosfolipidikaksoiskalvon negatiivisesti varautuneet lipidit 
protonoituvat ja aiheuttavat fosfolipidikaksoiskalvorakenteen hajoamisen ja fuusioitumisen 
endosomaaliseen kalvomembraaniin (Mastrobattista ym. 1999).  
 
Lipofiiliset lääkeaineet, kuten rasvaliukoiset metotreksaattijohdokset, sytarabiini ja  
5-fluorodeoksiuridiini voivat kulkeutua liposomin fosfolipidikaksoiskalvolta 
diffundoitumalla suoraan solun sisään solukalvon läpi ilman sitoutumista kohdereseptoriin. 
Lipofiilisten lääkeaineiden ongelmana on kuitenkin niiden ennenaikainen vapautuminen 
liposomiformulaatiosta jo verenkierrossa.  
 
2.5.3 Liposomin ja lääkeaineen toiminta solun sisällä 
 
Reseptorivälitteinen endosytoosi on yksi tärkeimmistä kohdennettujen liposomien 
kulkeutumismekanismeista solun sisään. Reseptorivälitteinen endosytoosi laukaisee 
käyntiin signaaliketjun, jonka avulla solun sisään otetut liposomit hajoavat endosomin 
sisällä tai päätyvät endosomin kuljettamana lysosomeihin happamien hydrolaasientsyymien 
hajotettavaksi. Lysosomeissa vallitsee lysosomikalvon protonipumpun ansiosta heikosti 
hapan ympäristö (pH ~ 5), mikä mahdollistaa makromolekyylien tehokkaan hajotuksen. 
Yleisten syövän hoidossa käytettävien lääkeaineiden vaikutuskohteita ovat RNA ja DNA, 
mikä edellyttää lääkeaineelta kestävyyttä selvitä aktiivisena lääkeaineena 
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hydrolaasientsyymien vaikutukselta ja kykyä kulkeutua lysosomin solukalvon läpi 
sytosoliin ja tumaan (Huang ym. 1983).  
 
Harvat lääkeaineet säilyvät ehjänä lysosomien happamassa ympäristössä. Esimerkiksi 
sytarabiini, jota käytetään yhdessä antrasykliinien kanssa erilaisten verisyöpien hoidossa, 
sisältää N-glykosidisidoksen, joka hajoaa lysosomaalisten hydrolaasientsyymien 
vaikutuksesta (Huang ym. 1983). Doksorubisiini säilyy stabiilina happamassa 
ympäristössä, minkä takia sitä voidaan käyttää reseptorivälitteisellä endosytoosilla solun 
sisään kulkeutuvien liposomien sytotoksisena lääkeaineena (Mastrobattista ym. 1999). 
Myös heikosti happamat yhdisteet, kuten karboksifluoreskeiini ja metotreksaatti, säilyvät 
stabiilina hydrolaasientsyymiaktiivisuuden vaikutukselta (Huang ym. 1983). Lääkeaineen 
lysosomaalista hajoamista voidaan hyödyntää aihiolääketeknologiassa, jossa 
kantajasysteemin sisään kapseloitunut sytotoksinen lääkeaine saa farmakologisesti 
aktiivisen muodon hajotessaan hydrolaasientsyymien vaikutuksesta. Hyvä esimerkki tästä 
on 5-fluorodeoksiuridiinin aihiolääke, 5-fluorodeoksiuridiini-dipalmityyli, joka retentoituu 
liposomin fosfolipidikaksoiskalvossa pidempään kuin vastaava aktiivinen lääkeaine  
(Van Borssum Waalkes ym. 1992). Aihiolääkkeen arvellaan kulkeutuvan 
fosfolipidikaksoiskalvolta kohdesoluun pinosytoosin ja endosytoosin avulla lysosomeihin 
hydrolysoitavaksi. Hydrolyysissä vapautunut farmakologisesti aktiivinen lääkeaine 
diffundoituu lysosomeista sytoplasmaan ja edelleen solun tumaan tai vapautuu solun 
ulkopuolelle aiheuttaen epäspesifisen solutoksisuuden (Mastrobattista ym. 1999). 
 
2.5.4 Liposomit ja lääkeaineresistenssi 
 
Syöpätautien lääkehoidon merkittävin ongelma selektiivisen lääkehoidon puuttumisen 
lisäksi on syöpäkasvaimen kehittämä resistenssi lääkehoitoa kohtaan. Syöpäkasvain voi 
olla resistenssi vain yhdelle lääkeaineelle (esim. metotreksaattiresistenssi) tai useammalle 
kemialliselta rakenteeltaan toisistaan poikkeavalle lääkeaineelle, jolloin puhutaan 
monilääkeresistenssistä. Lääkeaineresistenssi voi olla luonteeltaan joko hankittua tai 
primaarista resistenssiä (Kuitunen ja Pyrhönen 1991). Hankittu resistenssi kehittyy 
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hiljalleen hoidon aikana, kun taas primaarisessa resistenssissä syöpäsolujen tiedetään 
olevan resistenttejä lääkeaineelle jo ennen hoidon aloittamista. Eräissä keskeisissä 
syöpäsairauksissa (mm. rintasyöpä, keuhkosyöpä, leukemiat, myeloomat, munasarjasyöpä) 
arviolta 85 % epäonnistuneista hoidoista johtuu primaarisen tai hoidon aikana kehittyvän 
resistenssin takia (Kuitunen ja Pyrhönen 1991).  
 
Syöpäsolujen lääkeaineresistenssi voi kehittyä usealla eri solutason mekanismilla ja 
syöpäkasvain voi olla resistentti useamman eri mekanismin välityksellä. Yksittäisen 
lääkeaineen resistenssin syynä voi olla sytotoksisen lääkeaineen heikentynyt pääsy solun 
sisään transportterimekanismin mutaation takia tai lääkeaineen aktivoituminen 
vaikuttavaksi aineeksi voi olla puutteellista (Elonen 1998). Monilääkeresistenssi on yleensä 
luonteeltaan ristiresistenssiä, joka kehittyy altistettaessa syöpäkasvainta pelkästään yhdelle 
lääkeaineelle. Myös monilääkeresistenssin mekanismeja on kuvattu useita.  
 
Parhaiten tunnettu ja tutkittu on solukalvossa sijaitsevan 170 kDa:n kokoisen  
P-glykoproteiinin (permeabiliteettiglykoproteiini) välityksellä syntyvä resistenssi.  
P170-glykoproteiini on solukalvon kuljetusproteiini, joka normaalisti suojaa soluja 
haitallisilta yhdisteiltä. P-glykoproteiinin määrä on lisääntynyt useissa eri kasvaintyypeissä 
kuten karsinoomissa, sarkoomissa, leukemioissa ja lymfoomissa  
(Kuitunen ja Pyrhönen 1991). Syöpäsoluissa yli-ilmentynyt kuljetusproteiini suojaa soluja 
sytotoksisen lääkeaineen vaikutukselta, jolloin lääkeaineen pitoisuus solussa jää liian 
pieneksi ja terapeuttista vastetta ei saavuteta. Paksusuolensyövän, munuais-, maksa-, 
haima- ja lisämunuaiskarsinooman on havaittu olevan primaarisesti resistenttejä 
solunsalpaajahoidoille (Kuitunen ja Pyrhönen 1991). P-glykoproteiinivälitteistä resistenssiä 
ja ristiresistenssiä on kuvattu useilla eri syöpätaudeissa käytetyillä sytotoksisilla 






Taulukko 3. Syöpätautien hoitoon käytettyjä lääkeaineita, joilla esiintyy  
P-glykoproteiinivälitteistä resistenssiä tai ristiresistenssiä (Sikic ym. 1997).  
Vinka-






















P-glykoproteiinin lisäksi solukalvoissa on 190 kDa:n kokoinen MRP-effluksiproteiini 
(multidrug resistance related protein), joka aiheuttaa resistenssiä samoille lääkeaineille kuin 
P170-glykoproteiini lukuun ottamatta taksaaneja (Elonen 1998). Kolmas resistenssiä 
aiheuttava kuljetinproteiini on 110 kDa:n kokoinen ns. keuhkon resistenssiproteiini LRP 
(engl. lung resistance protein eli major vault protein, MVP). LRP:tä esiintyy runsaasti  
mm. paksusuolen, munuaisten ja haiman syövissä usein muiden resistenssiä aiheuttavien 
proteiinien kanssa ja korreloi huonoa hoitovastetta mm. akuuteissa leukemioissa, 
munasarjasyövässä ja osteosarkoomassa (Izquierdo 1996).  
 
Muita mahdollisia monilääkeresistenssin mekanismeja on lisääntyneen  
glutationi-S-transferaasiaktiivisuuden aiheuttama sytostaattivasteen heikkeneminen 
antrasykliiniantibiootteja ja alkyloivia solunsalpaajia käytettäessä sekä topoisomeraasi  
I ja II entsyymien aktiivisuuden muutosten kautta aiheutuva resistenssi. Jälkimmäiseen 
resistenssiryhmään kuuluvat mm. antrasykliinit, mitoksantroni, etoposidi sekä topotekaani 
ja irinotekaani (Elonen 1998). Myös DNA-vaurioiden korjausmekanismien ja 
metallotioniinien aktiivisuuden lisääntymisen on havaittu olevan yhteydessä 
solunsalpaajaresistenssin kehittymiseen (Kuitunen ja Pyrhönen 1991). 
 
Effluksiproteiinien aiheuttamaa solunsalpaajaresistenssiä on onnistuttu kumoamaan 
erilaisten liposomivalmisteiden avulla (Thry ym. 1993; Suzuki ym. 1997; Michieli ym. 
1999; Goren ym. 2000). Lääkeaineen kulkeutuminen soluun liposomin sisään kapseloituna 
muuttaa lääkeaineen solunsisäistä kinetiikkaa ja suojaa lääkeainetta kuljetinproteiinien 
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vaikutukselta (Mamot ym. 2006). Tutkituin resistenssin aiheuttajista on P-glykoproteiinin 
kautta välittyvä solusalpaajaresistenssi, jota esiintyy luontaisesti muun muassa  
CaCo-2 solulinjassa (Mamot ym. 2006). In vitro -sytotoksisuuskokeissa  
P-glykoproteiinivälitteisesti resistenteille solulinjoille on onnistuttu viemään lääkeainetta 
foolihapporeseptoriin, transferriinireseptoriin ja EGF-kasvutekijäreseptoriin kohdennetuilla 
doksorubisiiniliposomeilla (Suzuki ym. 1997; Goren ym. 2000; Mamot ym. 2006), 
konventionaalisilla daunorubisiinia sisältävillä fosfatidyylikoliiniliposomeilla  
(Michieli ym. 1999) sekä negatiivisesti pintavarautuneilla doksorubisiiniliposomeilla  
(Fan ym. 1990; Oudard ym. 1991). Elbayoumi ja Torchilin (2007) totesivat 
antinukleosomispesifisellä 2C5 vasta-aineella kohdennettujen Doxil®-liposomien 
aiheuttavan merkittävästi suuremman sytotoksisen vaikutuksen useissa eri nisäkäs- ja 
ihmissolulinjoissa sekä doksorubisiiniresistentissä solulinjassa kuin kohdentamattomien 
kontrolliliposomien. Verapamiili, syklosporiini ja nifedipiini ovat  
P-glykoproteiinitransportterin inhibiittoreita, joilla teoriassa voidaan estää effluksiproteiinin 
toiminta ja kumota resistenssi (Sikic ym. 1997). Kliinisessä käytössä antagonistien 
inhibitorinen teho jää kuitenkin riittämättömäksi haitallisten sivuvaikutuksien rajoittaessa 
lääkeaineen annoksen nostamista elimistössä riittävälle pitoisuudelle.  
 
Syöpähoidon tehottomuus ei välttämättä johdu syöpäsolujen resistenttiydestä lääkehoitoa 
kohtaan. Syöpäsolut voivat olla lääkeaineen lyhytaikaisen vaikutuksen aikaan väärässä 
jakautumisvaiheessa, tai syöpäsolut voivat olla jakautumisen suhteen lepotilassa, jolloin 
solunsalpaajien vaikutus on yleensä heikko (Elonen 1998). Syöpäsolut voivat myös sijaita 
kehon osissa, joihin solunsalpaajat pääsevät huonosti, jolloin lääkeaineen pitoisuus jää liian 













Tutkimuksen tarkoituksena oli parantaa passiivisesti kohdentuvien liposomien 
tuumoriselektiivisyyttä ja siten vähentää doksorubisiinin aiheuttamia toksisia 
sivuvaikutuksia elimistön terveisissä soluissa. Liposomien soluunottoa ja sytotoksista 
vaikutusta tutkittiin ihmisen munasarjasta eristetyillä adenokarsinoomasoluilla (SKOV-3). 
Liposomit kohdennettiin setuksimabi (C225; Erbitux®) vasta-aineella, jonka on todettu 
olevan tietyissä syöpätyypeissä (mm. keuhko- ja kolorektaalisyövissä, pään ja kaulan 
syövissä sekä rinta-, munuais-, eturauhas-, haima- ja munasarjasyövissä) (taulukko 4)  
yli-ilmentyneen epidermaalisen kasvutekijäreseptoriperheen HER1-proteiinin  
(ErbB-1; EGFR; epidermal growth factor receptor) spesifinen ja selektiivinen inhibiittori 
(Mendelsohn ja Baselga 2003; Thienelt ym. 2005). Aktiivista kohdentumista ja soluunottoa 
tutkittiin soluunottokokeilla, joissa käytettiin kontrollina kohdentamattomia pegyloituja 
liposomeja. Setuksimabi-vasta-aineen spesifinen sitoutuminen EGF-reseptoriin todettiin 
kilpailutuskokeilla. Doksorubisiinia sisältävien immunoliposomien sytotoksista tehokkuutta 
tutkittiin Alamar Blue-elävyystestillä. Lisäksi immunoliposomien säilyvyyttä seurattiin 
mittaamalla liposomien keskimääräinen halkaisija noin kahden viikon välein. 
 
Taulukko 4. EGF-kasvutekijäreseptorin esiintyvyys eri syöpätyypeissä (Wujcik 2006). 
Syöpätyyppi Esiintyvyys syöpätyypissä (%) 
Pään ja kaulan alueen syöpä 80 - 100 
Munuaissyöpä 50 - 90 
Keuhkosyöpä 40 - 80 
Rintasyöpä 14 - 91 
Paksusuolensyöpä 25 - 77 
Munasarjasyöpä 35 - 70 
Eturauhassyöpä 39 - 47 
Gliooma 40 - 63 
Haimasyöpä 30 - 50 




Setuksimabi on kimeerinen IgG1 monoklonaalinen vasta-aine, joka sitoutuu voimakkaalla 
affiniteetillä (Kd = 1 nmol/l) solujen EGF–pintaproteiiniin (Rosenthal ym. 2006).  
Vasta-aineen sitoutumispaikka on sama kuin endogeenisten EGF- ja  
TGF-?-kasvutekijöiden, joten se vähentää antagonistin tavoin kasvutekijöiden aiheuttamaa 
reseptorien tyrosiinikinaasiaktivaatiota (Mendelsohn ja Baselga 2003). EGF-reseptorin 
muita selektiivisiä inhibiittoreita ovat matutsumabi (EMD7200) ja panitumumabi  
(ABX-EGF) (Mamot ym. 2006). EGF-kasvutekijäreseptori (tai HER1/ErbB1-reseptori) 
kuuluu yhteen neljästä HER-kasvutekijäreseptorityrosiinikinaasien geeniperheen 
proteiineista. EGF-reseptori on noin 180 kDa:n kokoinen solukalvon läpäisevä molekyyli. 
Se koostuu solunulkoisesta ligandia sitovasta osasta, solukalvonsisäisestä lipofiilisesta 
osasta ja solunsisäisestä proteiinikinaasientsyymiä sisältävästä osasta. Kun endogeeninen 
kasvutekijä sitoutuu reseptorimolekyylin solunulkoiseen osaan, se laukaisee käyntiin 
signaaliketjun, jossa kaksi reseptorimonomeeria homo- tai heterodimerisoituu eli 
muodostaa reseptoriparin (kuva 11a ja 11b). Dimerisoitunut reseptoripari kulkeutuu 
endosytoosilla solun sisään ja autofosforyloituu (fosforyloivat toisensa ristiin), joka johtaa 
reseptorien solunsisäisen osan tyrosiinikinaasientyymien aktivoitumiseen ja lopulta  
EGF–reseptorin kautta välittyvien biologisten vasteiden ilmentymiseen. Tällaisia vasteita 
ovat mm. solunjakautuminen (proliferaatio), solujen vähentynyt apoptoosi, verisuonten 
uudismuodostus (angiogeneesi) sekä kasvainsolujen liikkumisen lisääntyminen 








Kuva 11a. Kasvutekijäreseptorin tyypillinen rakenne ja toimintatapa. Kasvutekijäreseptorit 
koostuvat solunulkoisesta ligandia sitovasta osasta, solukalvonsisäisestä lipofiilisesta osasta 
sekä solunsisäisestä proteiinikinaasientsyymiä sisältävästä osasta. 
Tyrosiinikinaasireseptorimonomeerit ja kohdeproteiinit ovat inaktiivisessa muodossa ennen 
ligandin sitoutumista reseptoriin. Kuva muokattu www.uic.edu/classes julkaisemasta 
kuvasta. 
 
Kuva 11b. Kasvutekijäreseptorin tyypillinen rakenne ja toimintatapa. Ligandi sitoutuu 
kasvutekijäreseptorin solunulkoiseen osaan ja kaksi tyrosiinikinaasireseptorimonomeeria 
sitoutuu yhteen muodostaen reseptoriparin eli dimeerin. Toisen reseptorin kinaasiosa 
fosforyloi toisen reseptorin tyrosiineja ja päinvastoin, jolloin syntyy fosfotyrosiineja. 
Fosfaattiryhmien energialähteenä toimii ATP. Kohdeproteiinit sitoutuvat 
fosforyloituneeseen tyrosiinikinaasiin, jonka seurauksena tapahtuu muutos geenin 
transkriptiossa ja lopulta muodostuu solu- ja kudosvaste. Kuva muokattu 




3.2 Materiaalit ja menetelmät 
3.2.1 Liposomien valmistaminen 
3.2.1.1 Pegyloidut liposomit 
Liposomien fosfolipidikaksoiskalvon päälipidinä käytettiin neutraalia hydrogenoitua soijan 
fosfatidyylikoliinia (HSPC), johon lisättiin kolesterolia ja 
distearoyylifosfatidyylietanoliamiini-polyetyleeniglykolia (DSPE-PEG2000) liposomin 
rakenteen parantamiseksi. Lipidifilmiin lisättiin biotinyloitua 
distearoyylifosfatidyylietanoliamiini-polyetyleeniglykolia (DSPE-PEG2000 – Biotine) 
(Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA) biotiini-avidiini-vasta-ainesidoksen 
muodostamiseksi. Lipidifilmi HSPC:CHOL:DSPE-PEG2000:DSPE-PEG2000-Biotiini 
valmistettiin moolisuhteessa 2:1:0,08:0,02. Liposomien fosfolipidipitoisuuden ja 
soluunoton määrittämiseksi liposomit leimattiin fluoresoivalla 1,2-Dioleyyli-sn-glysero-3-
fosfoetanoliamiini-N-(karboksifluoreskeiini) leima-aineella (Avanti Polar Lipids, 
Alabaster, USA) (kuva 12). Leima-aineen hydrofobinen C-18-asyyliketju sitoutuu 
liposomin fosfolipidikaksoiskalvoon ja yhdisteen hiiliketjun päässä olevan fluoresoivan 
ryhmän fluoresenssi voidaan mitata emissioaallonpituudella 521 nm ja 
eksitaatioaallonpituudella 497 nm (Menger ym. 2002).  
 
 
Kuva 12. Liposomien fosfolipidipitoisuuden ja soluunoton määrittämiseksi liposomit 
leimattiin fluoresoivalla 1,2-Dioleyyli-sn-glysero-3-fosfoetanoliamiini-N-
(karboksifluoreskeiini) leima-aineella. 
Lipidikantaliuokset valmistettiin kloroformiin ja sekoitettiin 7,32 µmol HSPC:a,  
3,66 µmol kolesterolia, 0,29 µmol DSPE-PEG2000:a ja 0,072 µmol DSPE-PEG2000-biotiinia. 
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Soluunottokokeita varten liposomit leimattiin karboksifluoreskeiinilla (Fluor-PE) 
käyttämällä leimaa 0,2 mol % kokonaisfosfolipidimäärästä. Lipidien yhdistämisen jälkeen 
liuottimena käytetty kloroformi haihdutettiin kuiviin pyöröhaihduttimen avulla 65 °C:ssa 
(Rotavapor R-200/R-205, Buchi Laboratory Equipment, Flawil, Sveitsi). Haihdutuksessa 
muodostunutta lipidifilmiä hydratoitiin HEPES-puskurilla  
(20 mM Hepes/150 mM NaCl, pH 7,4) (Sigma-Aldrich AG, Buchs, Sveitsi) 30 minuutin 
ajan. Hydratoinnin aikana vesihauteen lämpötila pidettiin HSPC:n faasitransitiolämpötilan 
(Tm = 55 °C, Avanti Polar Lipids) yläpuolella 65 °C:ssa, jolloin lipidisuspensiosta 
muodostui multilamellaariset liposomit. Hydratoinnin jälkeen liposomit käsiteltiin 
jäädytys-sulatusmenetelmällä. Liposomiliuosta jäädytettiin nestemäisessä typessä viiden 
minuutin ajan, jonka jälkeen jäätynyt liuos sulatettiin 65 °C vesihauteessa. Käsittely 
toistettiin viisi kertaa.  
Solukokeissa käytettävät 100 nm unilamellaariset liposomit valmistettiin 
multilamellaarisista liposomeista puristamalla liposomit ekstruuderin  
(LIPEX  Extruder,  Northern  Lipids  Inc,  Burnaby,  Canada)  läpi  kymmenen  kertaa.  
Liposomit puristettiin 20 baarin paineessa ja 65 ºC lämpötilassa kahden 100 nm 
polykarbonaattisuodattimen läpi (AMD manufacturing Inc. Ontario, Kanada).  
3.2.1.2 Setuksimabi-vasta-aineen liittäminen liposomeihin 
 
Biotinyloitu setuksimabi (Ark Therapeutics, Kuopio, Suomi) liitettiin liposomeihin 
biotinyloidun polyetyleeniglykolin distaaliseen päähän biotiinia sitovalla neutravidiinilla 
(Invitrogen AG, Basel, Sveitsi) (kuva 13). Neutravidiinin varaus on lähes neutraali  
(pI-arvo 6,3), minkä takia sen epäspesifinen sitoutuminen on vähäistä ja se aiheuttaa 
heikomman immuunipuolustusreaktion elimistössä kuin avidiini tai streptavidiini 
(Rosebrough ja Hartley 1996; Tseng ym. 2007). Teoriassa biotiini pystyy sitoutumaan 
neutravidiinimolekyyliin neljästä eri sitoutumiskohdasta, joista käytännössä kuitenkin vain 
kaksi ja puoli paikkaa miehitetään steerisen esteen takia. Setuksimabi-
neutravidiinikompleksi valmistettiin moolisuhteella 1:1 liposomien fosfolipidiainemäärän 
(HSPC + DSPE-PEG2000 + DSPE- PEG2000-biotiini = 7,7µmol/ml) perusteella ja kullekin 
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liposominäytteelle laskettiin tarvittava vasta-ainemäärä  
(µg vasta-ainetta/µmol fosfolipidiä). Erikoistyössä käytettiin viittä eri vasta-ainepitoisuutta: 
7,5, 15, 30 ja 45 µg vasta-ainetta/µmol fosfolipidiä. Teoriassa määrät vastaavat  
5, 10, 20 ja 30 vasta-ainemolekyyliä sitoutuneena yhteen liposomiin.  
Vasta-ainemolekyylimäärän laskeminen perustuu oletukseen, että halkaisijaltaan 100 nm 
kokoinen liposomi sisältää noin 100 000 fosfolipidimolekyyliä (Hansen ym. 1995). 
Neutravidiini yhdistettiin biotinyloituun setuksimabiin ja inkuboitiin ravistelijassa  
(150 rpm) (Inkubator 1000/Titramax 1000, Heidolph Instruments, Schwabach, Saksa)  
40 °C:ssa yhden tunnin ajan. Muodostunut kompleksi yhdistettiin liposomeihin ja 
inkuboitiin (40 °C, 150 rpm) yksi tunti. Inkuboinnin jälkeen liposomit puhdistettiin 
vapaaksi jääneestä vasta-aineesta HEPES-puskurilla tasapainoitetulla  
Sepharose CL-4B geelikolonnilla (Sigma-Aldrich AG, Buchs, Sveitsi). 
 
 





3.2.1.3 Kohdennetut doksorubisiiniliposomit 
 
Doksorubisiinia sisältävät immunoliposomit valmistettiin kapseloimalla doksorubisiini 
pegyloitujen liposomien sisään ammoniumsulfaattigradientti-menetelmällä. 
Ammoniumsulfaattigradientti liposomin sisätilan ja ulkoisen tilan välillä saatiin aikaan 
hydratoimalla lipidifilmi 250 mM ammoniumsulfaattiliuoksella (pH 5.5), jonka jälkeen 
liposomien ulkoinen ammoniumsulfaattipuskuri vaihdettiin natriumasetaattipuskuriin  
(pH 5.5) eluoimalla liposomit Sephadex G50-geelikolonnin läpi. Puskurin vaihdon jälkeen 
liposomeille lisättiin 560 µl doksorubisiinihydrokloridia (2mg/ml) ja inkuboitiin  
30 minuutin ajan 65 ºC lämpötilassa. Liposomeihin kapseloitumaton vapaa doksorubisiini 
erotettiin puhdistamalla liposomit HEPES-puskurilla  
(20 mM Hepes/150 mM NaCl, pH 7,4) Sephadex G50-geelikolonnissa. Puhdistetut 
doksorubisiiniliposomit konsentroitiin sentrifugoimalla (20 min./3000 crp)  
(The Eppendorf Centrifuge 5810R, Hampuri, Saksa). Lopuksi liposomit kyllästettiin 
typpikaasulla ja säilytettiin 4 ºC lämpötilassa säilyvyyden parantamiseksi. 
3.2.2 Liposomien karakterisointi 
3.2.2.1 Liposomien keskimääräinen halkaisija 
Liposomien keskimääräinen halkaisija (intensity mean) mitattiin Zetasizer                            
-mittauslaitteistolla (Zetasizer 3000HS, Malvern Instruments Ltd, Worcestershire,  
Iso-Britannia). Laitteiston KCPS-arvo (kilocounts per second) säädettiin välille  
200–300 laimentamalla liposominäytteet HEPES-puskuriin. 
3.2.2.2 Liposomeihin sitoutuneiden vasta-aineiden määritys 
Vasta-aineiden sitoutuminen liposomeihin todettiin QuantaMaster™ PTI 
Spektrofluorometrillä (Photon Technology International, Lawrenceville, NJ, USA). 
Liposomit laimennettiin dimetyylisulfoksidilla 1:10 ja säteilytettiin 
eksitaatioaallonpituudella 285 nm. Emissioaallonpituus skannattiin väliltä 300–450 nm. 
Jatkossa liposomien vasta-ainemäärä mitattiin Varioskan kuoppalevylukijalla  
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(Varioskan, Flash Demo 100, Thermo Electron Corporation, Vaasa, Suomi) määrityksen 
nopeuttamiseksi. Mittauksessa käytettiin standardisuoraa, jota varten laskettiin 
liposominäytteen teoreettinen vasta-ainemäärä ja muodostettiin viiden pisteen 
standardisuora (0, 5, 10, 20, 40 pmol/ml). Kolme rinnakkaista liposominäytettä 
laimennettiin 1:10 dimetyylisulfoksidia UV-96 kuoppalevylle  
(Falcon, Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ, USA) ja mitattiin 
emissioaallonpituudella 335 nm ja eksitaatioaallonpituudella 285 nm. 
  3.2.2.3 Liposomien fosfolipidipitoisuus 
Liposomien sisältämä todellinen fosfolipidipitoisuus määritettiin soluunottokokeiden 
liposomialtistusta varten mittaamalla liposominäytteiden karboksifluoreskeiinin 
fluoresenssi (Varioskan, Flash Demo 100, Thermo Electron Corporation, Vaasa, Suomi). 
Liposominäytteistä laskettiin teoreettinen leimamäärä (µg) ja valmistettiin sitä vastaava 
standardisuora. Standardisuoraa varten leima-aineesta valmistettiin kantaliuos kloroformiin, 
joka käsiteltiin samalla tavoin kuin lipidifilmi; haihdutettiin kuiviin, hydratoitiin 1ml:lla 
HEPES-puskuria ja hydratoitiin 30 minuutin ajan 65 ?C vesihauteessa. Standardisuoraa 
varten valittiin viisi pitoisuutta (0, 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 µg/ml), jotka laimennettiin  
HEPES-puskurilla ja 0,1 % (v/v) Triton-X-100 –liuoksella. Liposomeista laimennettiin 
samalla tavoin kolme rinnakkaista näytettä. Näytteitä ja standardeja lämmitettiin  
20 minuuttia HSPC:n faasitransitiolämpötilan yläpuolella (65 ?C) liposomien rakenteen 
hajottamiseksi. Näytteet käänteispipetoitiin 96-kuoppalevylle  
(Corning/Costar Corporation, Cambridge, MA, USA) ja karboksifluoreskeiinin fluoresenssi 
mitattiin emissioaallonpituudella 521 nm ja eksitaatioaallonpituudella 497 nm (Avanti 
Polar Lipids).  
 
3.2.2.4 Liposomien doksorubisiinipitoisuus  
 
Liposomeihin kapseloitunut doksorubisiinipitoisuus määritettiin sytotoksisuuskokeita 
varten mittaamalla fluorometrillä (Varioskan, Flash Demo 100, Thermo Electron 
Corporation, Vaasa, Suomi) doksorubisiinin fluoresenssi emissioaallonpituudella 590 nm ja 
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eksitaatioaallonpituudella 470 nm (Laginha ym. 2005). Standardi- (0, 2, 4, 6 µg/ml) ja 
liposominäytteet laimennettiin HEPES–puskuriin ja 10 % (v/v) Triton-X-100-liuokseen. 
Näytteitä inkuboitiin 30 minuutin ajan 70 ?C ravistelevassa vesihauteessa liposomien 
rakenteen hajottamiseksi. Näytteiden aiheuttama fluoresenssi määritettiin  
96-kuoppalevyltä. 
 
3.2.3 Solukokeet  
 
3.2.3.1 Solukokeissa käytetyt solulinjat 
 
Erikoistyössä käytettiin rinnakkain kahta eri solulinjaa; ihmisen munasarjasta eristettyä 
SKOV-3 adenokarsinooma solulinjaa ja Afrikan viherapinan munuaisista eristettyä  
CV-1 solulinjaa. SKOV-3 solulinja yli-ilmentää EGF-kasvutekijäreseptoria, jonka takia 
solulinja valittiin kohdesolulinjaksi. CV-1 solulinjaa käytettiin kontrollina kuvaamaan 
elimistön normaaleja soluja. SKOV-3 solut saatiin Ark Therapeuticsilta Kuopiosta ja  
CV-1 solut Helsingin yliopiston farmasian tiedekunnan Lääketutkimuksen keskuksen 
soluviljelylaboratoriosta. SKOV-3 soluja kasvatettiin McCoy`s 5a soluviljelynesteessä ja 
CV-1 soluja D-MEM 31885 soluviljelynesteessä (molemmat nesteet: Gibco, Grand Island, 
USA)  75  cm2 soluviljelypulloissa (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, Germany).  
Ennen käyttöä molempiin soluviljelynesteisiin lisättiin 10 % inaktivoitua FBS:ää,  
1 % (8500 µg/ml) streptomysiiniä, 1 % penisilliiniä (5000 µg/ml) ja 1 % L-glutamiinia  
(2 mM) solujen elinkyvyn turvaamiseksi. Soluja viljeltiin inkubaattorissa  
37 °C lämpötilassa ja 5 % CO2 -pitoisuudessa (HERAcell 150 CO2 incubator, Thermo 
Electron Corporation, Vaasa, Suomi). Molemmat solulinjat jaettiin uudelle 
kasvatusalustalle kaksi kertaa viikossa jakosuhteella 1:5 (SKOV-3) ja  






3.2.3.2 Soluunottokoe ja kilpailutuskoe 
Ennen soluunottokokeita molemmille solulinjoille määritettiin optimaalinen jakotiheys  
6-kuoppalevylle (Sarstedt, Newton, NC, USA). Sen perusteella SKOV-3 soluja jaettiin 
200 000 solua/kuoppa ja CV-1 soluja 100 000 solua/kuoppa. Soluja inkuboitiin yksi 
vuorokausi 37 ?C  lämpötilassa  ja  5  %  CO2-pitoisuudessa  
(HERAcell  150  CO2 incubator, Thermo Electron Corporation, Vaasa, Suomi). 
Vuorokauden inkuboinnin jälkeen solut olivat täyttäneet noin 80 % kuopan kasvupinta-
alasta. 
Erikoistyössä pyrittiin löytämään pienin fosfolipidipitoisuus, jolla saavutetaan tehokkain 
SKOV-3 soluunotto. Lähtökohtana käytettiin 0,02–0,8 mM pitoisuusväliä. Edellisenä 
päivänä 6-kuoppalevylle jaetut solut altistettiin liposomeille  
(0,02; 0,1 ja 0,2 mM fosfolipidiä) inkuboimalla soluja (37 ?C, 5 % CO2) kahden tunnin 
ajan. Altistuksen jälkeen solut pestiin kaksi kertaa 1xPBS-liuoksella ja yhden kerran  
1 M NaCl-liuoksella soluihin epäspesifisesti sitoutuneiden liposomien irrottamiseksi. Solut 
pestiin uudestaan PBS:lla ja irrotettiin kuoppalevyltä 0,25 % trypsiini/EDTA-liuoksella. 
Solut fiksattiin 1 % paraformaldehydiliuoksella (PFA) ja inkuboitiin huoneenlämmössä  
10 minuutin ajan. Lopuksi solut sentrifugoitiin (10 min., 4 ?C, 6000 rpm)  
(Centurion K280R, Labnet Oy, Helsinki, Suomi) solupelleteiksi ja muodostuneen 
supernatantin tilalle lisättiin 1 % PFA-liuosta, vorteksoitiin ja sentrifugoitiin uudestaan. 
Muodostuneet solupelletit suspensoitiin 1 % PFA-liuokseen virtaussytometriaa  
(BD LSR II, BD Biosciences, USA) varten. Virtaussytometria perustuu solunäytteiden 
fluoresenssitason mittaukseen (FITC-positiiviset solut %). Näytteet mitattiin 
karboksifluoreskeiinin emissioaallonpituudella 521 nm ja eksitaatioaallonpituudella  
497 nm. Jokaisesta näytteestä laskettiin 10 000 solua FACSDiva software -ohjelmistolla. 
Näytteistä määritettiin myös solujen aiheuttama suorasironta (FCS, forward scatter)  




Kilpailutuskokeessa altistukset tehtiin 4 ?C lämpötilassa, jolloin solujen aktiivinen toiminta 
on pysähdyksissä. Alhaisessa lämpötilassa liposomien kulkeutuminen aktiivisen 
kuljetusmekanismin välityksellä soluun on estynyt eikä solu kykene muodostamaan uusia 
reseptoreja solukalvolle. Kilpailutuskoe tehtiin kuten normaali soluunottokoe, mutta ennen 
liposomialtistusta kilpailutettavien solujen EGF-reseptorit saturoitiin vapaalla  
vasta-aineella. Setuksimabi-vasta-aine (2mg/ml) (Ark Therapeutics, Kuopio, Suomi) 
laimennettiin 1:10 steriilisuodatetulla 1 % BSA-PBS-liuoksella ja annettiin soluille 
pitoisuudella 2 µg/50 000 solua (Ark Therapeutics, Kuopio, Suomi). Kontrollisolut 
käsiteltiin pelkällä kasvatusmediumilla. Reseptorien saturoimiseksi soluja inkuboitiin yksi 
tunti 4 ?C lämpötilassa, jonka jälkeen solut altistettiin liposomeille. Liposomeilla altistettuja 
soluja inkuboitiin kaksi tuntia 37 ?C lämpötilassa, jonka jälkeen solut käsiteltiin kuten 
normaalin soluunottokokeen jälkeen virtaussytometrianalyysiä varten.  
3.2.3.3 In vitro sytotoksisuus 
Ennen sytotoksisuuskokeita molemmille solulinjoille määritettiin optimaalinen jakotiheys 
96-kuoppalevylle. Sen perusteella SKOV-3 soluja jaettiin 6500 solua/kuoppa ja  
CV-1 soluja 5000 solua/kuoppa. Soluja inkuboitiin yksi vuorokausi 37 ?C lämpötilassa ja  
5  %  CO2-pitoisuudessa. Vuorokauden inkuboinnin jälkeen solut olivat täyttäneet noin  
80 % kuopan kasvupinta-alasta. Sytotoksisuuskokeissa solut altistettiin kohdennetuille ja 
kohdentamattomille doksorubisiiniliposomeille sekä pelkälle doksorubisiinille. 
Liposomeista ja doksorubisiinista valmistettiin doksorubisiinipitoisuuden perusteella 
yhdeksän pitoisuuden (0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 µM) laimennossarja solujen 
kasvatusmediumiin. Soluja altistettiin kaksi tuntia 37 ?C lämpötilassa ja  
5 % CO2-pitoisuudessa. Altistuksen lopettamiseksi solut pestiin 1xPBS-liuoksella. Solujen 
elävyys todettiin Alamar BlueTM-indikaattoriväriaineella (Biosource, Camarillo, USA) 
mittaamalla liuoksen fluoresenssi eri aikapisteissä. Alamar BlueTM-elävyystesti perustuu 
hapettuneen resazuriini-indikaattoriväriaineen (sininen, ei-fluoresoiva) muuttumiseen 
pelkistyneeksi resofuriiniksi (punainen, voimakkaasti fluoresoiva) elävissä soluissa.  
Alamar BlueTM-elävyystestin on todettu olevan kvantitatiivinen, yksinkertainen, turvallinen 
ja luotettava analyysimenetelmä solujen elävyyden mittaamiseksi (Nakayama ym. 1997). 
41 
 
Doksorubisiinialtistuksen jälkeen soluille lisättiin 10 % AlamarBlueTM-liuos ja soluja 
inkuboitiin kolmen tunnin ajan (37 ?C, 5 % CO2). Fluoresenssi mitattiin fluorometrillä yksi 
vuorokausi altistuksen jälkeen eksitaatioaallonpituudella 530 nm ja emissioaallonpituudella 
590 nm (Varioskan Flash Demo 100, Thermo Electron Corporation, Vaasa, Suomi). 
Solujen elävyys mitattiin uudelleen 2 vrk ja 5 vrk kuluttua altistuksen lopettamisesta. 
Kontrollina käytettiin doksorubisiinilla altistamattomia soluja. 
 
Alamar BlueTM-elävyystestin lineaarisuus käytetyille solulinjoille määritettiin ennen 
kokeiden suorittamista. Solut jaettiin kasvamaan 96-kuoppalevylle käyttämällä eri 
solutiheyksiä. SKOV-3 soluja jaettiin 1000, 3000, 6500 ja 10 000 solua/kuoppa ja  
CV-1 soluja 500, 1500, 3000 ja 5500 solua/kuoppa. Seuraavana päivänä soluille lisättiin  
10 % AlamarBlueTM-liuos ja soluja inkuboitiin viisi tuntia (37 ?C, 5 % CO2). Inkuboinnin 
jälkeen solukuopista mitattiin väriaineen fluoresenssi (emissio 530 nm/eksitaatio 590 nm) 
ja katsottiin, onko fluoresenssin intensiteetti suorassa suhteessa solujen lukumäärään. 
Fluoresenssin intensiteetti on lineaarinen suhteessa solujen lukumäärään eikä saturoitumista 
havaita, joten AlamarBlueTM-elävyystestiä voidaan pitää luotettavana menetelmänä 
sytotoksisuuden toteamisessa molemmille solulinjoille (kuva 14). 
 
CV-1-solut 







































Kuva 14. Alamar BlueTM-elävyystestin lineaarisuus CV-1 ja SKOV-3 solulinjoilla. Soluja 
jaettiin eri solutiheyksillä 96-kuoppalevylle ja määritettiin fluoresenssi viiden tunnin 




3.3 Tulokset ja tulosten tarkastelu 
3.3.1 Liposomien keskimääräinen halkaisija ja säilyvyysseuranta 
Zetasizerilla mitattu liposomien keskimääräinen halkaisija muodostuu yksittäisten 
mittaustulosten keskiarvosta (n=10). Ekstruusiomenetelmällä valmistettujen 
unilamellaaristen kohdentamattomien liposomien keskimääräiseksi halkaisijaksi saatiin 
noin 110 nm (taulukko 5). Yleensä vasta-aineen liittäminen polymeeriketjun päähän 
suurentaa hieman liposomin keskimääräistä halkaisijaa (Maruyama ym. 1995; Koning ym. 
2001). Tässä tutkimuksessa setuksimabi-vasta-aine suurensi liposomin halkaisijaa noin  
10–40 nm (taulukko 5). Taulukossa 5 esitetty keskimääräinen hajonta kuvaa liposomin 
keskimääräisen halkaisijan hajonnan suuruutta, eli kuinka paljon yksittäiset mittaustulokset 
poikkeavat keskiarvosta.  
Taulukko 5. Kohdentamattomien ja vasta-aineella kohdennettujen liposomien 





















Kohdentamattomat liposomit 108,2 nm (n=14) 
 
50,7 nm (n=14) 
 
5 115,9 nm (n=8) 
 
47,9 nm (n=8) 
 
10 119,3 nm (n=10) 52,8 nm  (n=10) 
20 133,1 nm (n=10) 
 
62,9 nm (n=10) 
 
30 144 nm (n=1) 
 




Kuvassa 15 on esitetty kohdentamattomien liposomien (punainen käyrä) sekä  
5 vasta-ainetta (sininen käyrä), 10 vasta-ainetta (vihreä käyrä) ja 20 vasta-ainetta  
(violetti käyrä) sisältävien liposomien kokojakaumakuvaajat. Piikin leveys kuvaa 
keskimääräisen halkaisijan hajonnan suuruutta, eli kuinka paljon yksittäiset mittaustulokset 
poikkeavat keskiarvosta. Kuvan perusteella kohdentamattomien ja kohdennettujen 
liposomien keskimääräiset hajonnat eivät oleellisesti eroa toisistaan (kaikissa tapauksissa 




Kuva 15. Kohdentamattomien liposomien (punainen) ja 5 vasta-ainetta (sininen),  
10 vasta-ainetta (vihreä) ja 20 vasta-ainetta (violetti) sisältävien liposomien 






Liposomien keskimääräiset halkaisijat mitattiin uudelleen noin 14 vrk:n ja/tai  
30 vrk:n kuluttua ensimmäisen mittauksen jälkeen (taulukko 6). Pääsääntöisesti 
kohdennettujen liposomien keskimääräinen halkaisija pienentyi 14 vrk:n säilytyksen 
aikana. Halkaisija pienentyi suurimmillaan noin 30 % lähtötilanteesta  
(5 vasta-ainetta/liposomi), mikä saattaa viitata liposomien rakenteen muutoksiin säilytyksen 
aikana. Muutaman kohdennetun liposominäytteen  
(10 vasta-ainetta/liposomi; 20 vasta-ainetta/liposomi) keskimääräinen halkaisija oli 
suurentunut 30 vrk:n säilytyksen jälkeen. Kasvu oli kaikissa tapauksissa alle  
10 % alkutilanteesta. Pienet muutokset liposomien keskimääräisessä halkaisijassa saattavat 
johtua Zetasizer-3000HS-mittauslaitteiston epätarkkuudesta eri mittauskerroilla. Kahdessa 
vasta-ainetta sisältävässä liposominäytteessä (5 vasta-ainetta/liposomi; 10 vasta-
ainetta/liposomi) havaittiin kaksi erillistä kokojakaumapiikkiä 30 vrk:n säilytyksen jälkeen. 
Näistä toinen kokojakauma oli selvästi suurentunut (50000–60000 nm),  
mikä viittaa liposomien aggregoitumiseen säilytyksen aikana. Kohdennettujen liposomien 
säilyttäminen useamman viikon ajan saattaa heikentää liposomien käytettävyyttä 
luotettavien ja vertailukelpoisten tutkimustulosten aikaansaamiseksi. Kohdentamattomissa 
liposomeissa ei havaittu merkittäviä säilytyksenaikaisia muutoksia liposomien 















Taulukko 6. Liposomien koon muutos säilytyksen aikana: liposomien keskimääräiset 


























+ = kasvaminen 
- = pienentyminen 
++ = aggregoituminen 
0 = ei muutosta tai 
muutos pienempi 
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Piikki 1: 76,3 nm 
Piikki 2: 56855 
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73 nm 

















             
         





Piikki 1: 68,4 nm 











































3.3.2 Liposomeihin sitoutuneiden vasta-aineiden toteaminen spektrofluorometrillä 
Vasta-aineen sitoutuminen liposomeihin varmistettiin ennen solukokeita 
spektrofluorometrisellä mittauksella. Näytteitä säteilytettiin eksitaatioaallonpituudella  
285 nm ja emissiospektri skannattiin setuksimabin emittoivalta aallonpituusväliltä  
300–450 nm. Kuvassa 16 on esitetty kohdentamattomien liposomien, kohdennettujen 
immunoliposomien sekä pelkän vasta-aineen emissiospektrit. Skannatusta emissiospektristä 
havaitaan, että pelkän vasta-aineen ja vasta-ainetta sisältävien liposomien emissiospektrin 
huippu kohdistuu aallonpituudelle 335 nm. Emissiopiikin aiheuttaa setuksimabissa oleva 
autofluoresoiva aminohappo, tryptofaani. Kohdentamattomien liposomien spektrissä ei ole 
havaittavissa emissiospektrin muutosta vasta-aineen emittoivalla aallonpituusvälillä. 
 
Kuva 16. Setuksimabin spektrofluorometriset emissiospektrit  
(eksitaatio 285 nm/emissio 300–450 nm). Kohdennettujen immunoliposomien ja pelkän 
vasta-aineen emissiospektrin huippu kohdistuu aallonpituudelle 335 nm.  
















3.3.3 Liposomeihin sitoutuneiden vasta-aineiden kvantitatiivinen määritys 
Liposomien sisältämä todellinen vasta-ainepitoisuus määritettiin fluorometrillä ennen 
jokaista solukoetta. Setuksimabin fluoresenssi mitattiin emissioaallonpituudella 335 nm ja 
eksitaatioaallonpituudella 285 nm. Ensimmäiset vasta-aineiden kvantitatiiviset määritykset 
tehtiin 20 minuutin inkubaation jälkeen, jonka huomattiin olevan liian lyhyt aika  
vasta-aineen sitoutumiseksi. Seuraavissa kokeissa inkubaatioaikaa pidennettiin yhteen 
tuntiin. Taulukossa 7 on esitetty liposomien sisältämät todelliset prosentuaaliset  
vasta-ainemäärät (n=14), keskiarvot ja keskihajonnat. Liposomeihin sitoutui  
biotiini-avidiinisidoksen välityksellä noin puolet teoreettisesta vasta-ainemäärästä yhden 
tunnin inkubaation aikana (40 ºC). Vasta-aineen sitoutumisprosentti kasvoi hieman vasta-
ainepitoisuuden noustessa. Erikoistyössä ei tutkittu tuntia pidemmän inkubaatioajan 
vaikutusta vasta-aineen sitoutumismäärään. Yksi tehokkaimmista menetelmistä kiinnittää 
vasta-aine liposomeihin on maleimidin avulla muodostettu sidos, joka muodostaa tiolien 
kanssa kovalenttisen tioeetterisidoksen (Hansen ym. 1995). Maleimidin avulla noin  
75–80 % setuksimabi-vasta-aineesta on saatu sitoutumaan liposomien polymeeriketjun 
päähän (Mamot ym. 2003; Mamot ym. 2006). Biotiini-avidiinisidoksella on saavutettu 
huomattavasti alhaisempi vasta-aineen kiinnittymisprosentti, mikä todennäköisesti on 



















Taulukko 7. Setuksimabi-vasta-aineella kohdennettujen liposomien todelliset 
prosentuaaliset vasta-ainemäärät, keskiarvot ja keskihajonnat. Vasta-aineen fluoresenssi 




















Tavallisesti immunoliposomien puhdistuksen yhteydessä kerättiin talteen vain liposomit. 
Alussa kuitenkin kerättiin viiden tipan fraktioita koko puhdistuksen ajalta (n. 30 fraktiota), 
jotta saatiin selville, missä vaiheessa immunoliposomit ja vapaa vasta-aine erottuivat. 
Kaikista fraktioista mitattiin fluoresenssi setuksimabin eksitaatioaallonpituudella 285 nm ja 
emissioaallonpituudella 335 nm. Kuvassa 17 on graafisesti esitetty geelikolonnissa 
erottuneiden immunoliposomien ja pelkkien vasta-aineiden fluoresenssin intensiteetit. 
Kuvaajasta käy ilmi, että filtraatiossa ensimmäisenä kolonnin läpi suodattuvat 












































52,4 ± 15,0 
 
n=5 

















Kuva 17. Sepharose CL-48 geelikolonnissa puhdistettujen immunoliposomien (näytteet  
2–6) ja setuksimabi-vasta-ainefraktioiden (näytteet 15–25) fluoresenssin intensiteetit 
(eksitaatio 285 nm/emissio 335 nm). Ensimmäisenä kolonnin läpi suodattuvat 
molekyylipainoltaan raskaammat immunoliposomit ja myöhemmin kevyimmät vasta-
aineet. 
 
3.3.4 Soluunottokokeet ja kilpailutuskokeet 
Soluunottokokeissa tutkittiin fosfolipidipitoisuuden ja vasta-ainemäärän vaikutusta 
liposomien EGF-reseptorivälitteiseen soluunottoon SKOV-3 ja CV-1 soluissa. 
Soluunottokokeet tehtiin kohdennetuilla liposomeilla, joissa käytettiin kontrollina 
kohdentamattomia liposomeja. Kilpailutuskokeissa kilpailutettavien solujen  
EGF-kasvutekijäreseptorit saturoitiin vasta-aineella 4 ºC lämpötilassa ennen normaaleja 
soluunottokokeita (37 ºC). Virtaussytometrin soluunottoa kuvaava parametri  
(FITC-positiiviset solut %) määritettiin laskemalla näytteistä 10 000 solua. Soluunoton 
parametri kuvaa solujen sisään kulkeutuneita ja solukalvolle sitoutuneita liposomeja. 
Kuvissa 18 ja 19 on esitetty CV-1 (n=4) ja SKOV-3 (n=6) solujen kilpailutettujen ja 




Kuva 18. SKOV-3 kilpailutus- ja soluunottokokeet (n=6). Kilpailutuskokeissa solujen 
pintareseptorit saturoitiin setuksimabi-vasta-aineella (8 µg/ml) 4 ?C:ssa ennen 
liposomialtistusta (37 ?C). Näytteet analysoitiin virtaussytometrilla laskemalla näytteistä  





Kuva 19. CV-1 kilpailutus- ja soluunottokokeet (n=4). Kilpailutuskokeissa solujen 
pintareseptorit saturoitiin setuksimabi-vasta-aineella 4 ?C:ssa (8 µg/ml) ennen 
liposomialtistusta (37 ?C). Näytteet analysoitiin virtaussytometrilla laskemalla näytteistä  
10 000 solua. 
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Kilpailutuskokeet: pylväsdiagrammeista nähdään kuinka molemmissa solulinjoissa 
kasvutekijäreseptorien saturoiminen vasta-aineella estää lähes kokonaan liposomien 
reseptorivälitteisen endosytoosin (kuva 18 ja 19). Kasvutekijäreseptorien saturoiminen 
vasta-aineella ei kuitenkaan vaikuta liposomien epäspesifiseen kulkeutumiseen solukalvon 
läpi. Kilpailutetuilla soluilla esiintyvä epäspesifinen soluunotto kasvaa hieman 
fosfolipidipitoisuuden noustessa ja on suurimmillaan noin 10 %.  
Normaalit soluunottokokeet: SKOV-3 soluilla liposomien epäspesifinen soluunotto 
(kohdentamattomat liposomit) on hyvin vähäistä (kuva 18). Vasta-aineella kohdentaminen 
lisää liposomien soluunottoa merkittävästi (soluunotto noin 70–90 %). Spesifinen 
soluunotto saturoituu 10 vasta-ainetta/liposomi kohdennuksella ja  
0,1 mM fosfolipidipitoisuudella. Heikoin soluunotto saavutetaan pienimmällä fosfolipidi- 
ja vasta-ainemäärällä (0,02 mM fosfolipidiä; 5 vasta-ainetta/liposomi). Pienimmällä vasta-
ainemäärällä soluunotto kasvaa huomattavasti fosfolipidipitoisuuden nousun myötä ja 
lopuksi saturoituu. Tätä suuremmilla vasta-ainemäärillä fosfolipidipitoisuus ei merkittävästi 
vaikuta liposomien soluunottoon. CV-1 soluilla liposomien epäspesifinen soluunotto 
(kohdentamattomat liposomit) on lähes samaa tasoa kuin SKOV-3 soluilla (alle 10 %). 
Vertailtaessa CV-1 solujen kilpailutuskokeita ja normaaleja soluunottokokeita, huomataan 
että kohdennetuilla liposomeilla esiintyy myös vähäistä spesifistä soluunottoa.  
CV-1 solujen spesifinen soluunotto kuvaa elimistön normaalien solujen  
EGF-reseptorivälitteistä soluunoton suuruutta.  Liposomien soluunotto on suurimmillaan  
(5 vasta-ainetta/liposomi) noin kymmenesosa SKOV-3 soluilla saavutetusta soluunotosta ja 
saturoituu 0,1 mM fosfolipidipitoisuudella. Vasta-ainemäärän lisääminen ei vaikuta 
liposomien spesifiseen soluunottoon CV-1 solulinjassa. 
Kuvassa 20 on esitetty liposomien soluunoton virtaussytometrihistogrammit 0,1 mM 
fosfolipidipitoisuudella. Kuvaajista nähdään vasta-aineella (5 vasta-ainetta/liposomi ja  
10 vasta-ainetta/liposomi) kohdennettujen liposomien suurempi soluunotto EGF-reseptoria 
yli-ilmentävässä SKOV-3 solulinjassa. CV-1 normaalisolulinjassa kohdennettujen ja 





Kuva 20. Virtaussytometrihistogrammit liposomien sitoutumisesta ja soluunotosta SKOV-3 
ja CV-1 soluilla. Fosfolipidipitoisuus oli kaikissa näytteissä 0,1 mM. 
 
Vasta-aineella kohdennettujen liposomien soluunotto oli 10–20 kertaa tehokkaampaa 
SKOV-3 syöpäsoluissa kuin CV-1 normaalisoluissa, mikä on seurausta  
EGF-kasvutekijäreseptorin yli-ilmentymisestä SKOV-3 solulinjassa. Myös koeolosuhteet 
voivat jossain määrin vaikuttaa liposomien soluunoton suuruuteen. Kuoppalevylle jaettujen 
solujen solutiheys voi vaihdella eri koekerroilla ja solutiheys ei välttämättä vastaa 
soluunoton kannalta optimaalista 80 % solutiheyttä, mikä hankaloittaa luotettavien ja 
vertailukelpoisten tutkimustulosten saavuttamista.  
Soluja inkuboitiin ensin kilpailutuskoeolosuhteissa (4 ºC ), jonka jälkeen suoritettiin 
normaalit soluunottokokeet 37 ºC lämpötilassa. Liposomien soluunottamiseksi soluja 
inkuboitiin kahden tunnin ajan. Erikoistyössä ei tutkittu lämpötilan muutoksen merkitystä 
tai lyhyemmän/pidemmän inkubaatioajan vaikutusta liposomien soluunoton suuruuteen.  
Pidemmällä inkubaatioajalla liposomien epäspesifinen soluunotto todennäköisesti kasvaisi, 
mutta ei luultavasti vaikuttaisi merkittävästi liposomien reseptorivälitteiseen soluunottoon. 

















(0,02; 0,1 ja 0,2 mM/fosfolipidiä). Fosfolipidipitoisuuden merkitys liposomien 
soluunotossa korostui pienillä vasta-ainemäärillä. Pitoisuussarja ei ole täydellinen, joten 
fosfolipidipitoisuuden ja inkubointiajan merkitys liposomien soluunotossa tulisi selvittää 
jatkotutkimuksin. Liposomien soluunotto todettiin virtaussytometrillä laskemalla 
solunäytteistä 10 000 solua. Muutamassa näytteessä solumäärä jäi alle 10 000 solua, minkä 
takia soluunoton suuruus saattoi jäädä todellista pienemmäksi. Vähäinen solumäärä johtui 
näytteiden tiukasta kiinnittymisestä kuoppalevylle, jolloin osa soluista menetettiin pesun 
yhteydessä.  Virtausytometrilla määritetty soluunottoprosentti (FITC-positiiviset solut %) 
kuvaa solujen sisään kulkeutuneita ja solukalvolle sitoutuneita liposomeja. Tämän takia 
solun sisään kulkeutuneiden liposomien todellinen prosentuaalinen määrä saattaa olla 
hieman tuloksissa esitettyä pienempi. Pelkästään solun sisään kulkeutuneet liposomit 
voidaan todeta konfokaalimikroskoopilla. 
3.3.5 In vitro sytotoksisuus 
Sytotoksisuuskokeiden tarkoituksena oli tutkia vasta-aineella kohdennettujen liposomien ja 
kohdentamattomien liposomien sytotoksista tehoa SKOV-3 ja CV-1 -soluissa. 
Sytotoksisuuskokeiden lähtökohtana käytettiin soluunottokokeiden tuloksia. Liposomeihin 
liitettiin 10 vasta-ainetta/liposomi, jolla saavutettiin SKOV-3 soluissa suurin 
reseptorivälitteinen soluunotto. Solujen prosentuaalinen elävyys laskettiin doksorubisiinilla 
altistettujen solujen ja kontrollina käytettyjen pelkkien solujen fluoresenssin suhteesta. 
Tuloksista vähennettiin pelkän 10 % AlamarBlueTM-liuoksen aiheuttama taustafluoresenssi.  
 
Kuvissa 23a, 23b ja 23c on esitetty solujen prosentuaalinen elävyys  
CV-1 normaalisolulinjassa 1 vrk, 2 vrk ja 5 vrk doksorubisiinialtistuksen jälkeen.  
Yksi vuorokausi altistuksen jälkeen kohdennettujen liposomien (10 vasta-ainetta/liposomi), 
kohdentamattomien kontrolliliposomien ja pelkän doksorubisiinin välillä ei esiinny 
merkittävää eroa sytotoksisessa tehossa (kuva 23a). Solujen elävyys on noin  
80 % alkutilanteesta kaikilla liposomi- ja doksorubisiinipitoisuuksilla. Kaksi ja viisi 
vuorokautta altistuksen jälkeen pelkän doksorubisiinin aiheuttama solutoksisuus 
suurimmalla doksorubisiinipitoisuudella (80 µM) on noin kaksi kertaa voimakkaampi 
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(solujen elävyys noin 50–60 % alkutilanteesta) kuin liposomivalmisteiden solutoksisuus 
(kuva 23b ja 23c). Liposomivalmisteiden välillä ei esiinny eroa ja solujen elävyys on 
kasvanut vastaamaan alkutilannetta. 
 




































































Kuva 23a, 23b ja 23c. Liposomien ja doksorubisiinin sytotoksisuus kahden tunnin 
altistuksen jälkeen CV-1 normaalisolulinjassa. Sytotoksisuus todettiin AlamarBlueTM-
elävyystestillä 1 vrk, 2 vrk ja 5 vrk altistuksen lopettamisesta.  
 
Kuvissa 24a, 24b ja 24c on esitetty solujen prosentuaalinen elävyys  
EGF-kasvutekijäreseptoria yli-ilmentävässä SKOV-3 solulinjassa 1 vrk, 2 vrk ja 5 vrk 
doksorubisiinialtistuksen jälkeen. Yksi vuorokausi altistuksen jälkeen kohdennettujen 
liposomien (10 vasta-ainetta/liposomi), kohdentamattomien kontrolliliposomien ja pelkän 
doksorubisiinin välillä ei esiinny merkittävää eroa sytotoksisessa tehossa (kuva 24a). 
Solujen elävyys on noin 60 % alkutilanteesta 80 µM doksorubisiinipitoisuudella.  
Kaksi vuorokautta altistuksen jälkeen liposomivalmisteiden sytotoksinen teho on edelleen 
samaa tasoa kuin vuorokausi aiemmin (kuva 24b). Pelkän doksorubisiinin sytotoksinen 
teho on kasvanut ja solujen elävyys on vain 30 % alkutilanteesta. Pelkän doksorubisiinin 
IC50-arvo (kuvaa pitoisuutta, jolla 50 % soluista on kuollut) oli kahden vuorokauden 
jälkeen 7 µM. SKOV-3 solulinjassa kohdennettujen liposomien spesifinen sytotoksisuus 
tulee esille viiden vuorokauden jälkeen liposomialtistuksesta (kuva 24c). Tällöin 
kohdennetuilla liposomeilla esiintyy voimakasta sytotoksisuutta jo pienillä 
doksorubisiinipitoisuuksilla (IC50 = 4 µM). Kohdentamattomien kontrolliliposomien 
sytotoksisuus on noin neljä kertaa pienempi (IC50 = 18 µM). Pelkän doksorubisiinin 




(IC50 = 0,7 µM). Sytotoksisuuskokeet toistettiin liittämällä liposomeihin 5 ja 20 vasta-
ainetta/liposomi (tulokset ei nähtävissä). Viisi vuorokautta liposomialtistuksen jälkeen 
SKOV-3 solujen elävyydessä ei havaittu eroa kohdennettujen ja kohdentamattomien 
liposomivalmisteiden välillä (IC50 = 10 µM) kummallakaan vasta-ainepitoisuudella.  
CV-1 solukokeissa IC50 –arvoa ei voitu määrittää, koska solujen elävyys oli molemmissa 




































































Kuva 24a, 24b ja 24c. Liposomien ja doksorubisiinin sytotoksisuus kahden tunnin 
altistuksen jälkeen EGF-reseptoria yli-ilmentävässä SKOV-3 solulinjassa. Sytotoksisuus 
todettiin AlamarBlueTM-elävyystestillä 1 vrk, 2 vrk ja 5 vrk altistuksen lopettamisesta.  
 
Pelkkä doksorubisiini aiheutti huomattavasti voimakkaamman sytotoksisen vaikutuksen 
SKOV-3 syöpäsoluissa (IC50 = 0,7 µM) kuin CV-1 normaalisoluissa (IC50 >  80  µM)   
viisi vuorokautta altistuksen jälkeen. Doksorubisiinin heikko sytotoksinen vaikutus  
CV-1 soluissa saattaa johtua munuaissolulinjan P-glykoproteiinivälitteisestä 
doksorubisiiniresistenssistä (Fojo ym. 1987). CV-1 normaalisolulinjassa 
sytotoksisuuskokeiden tulokset vastasivat soluunottokokeita. Kohdennettujen liposomien 
sytotoksinen teho oli samaa tasoa kuin kohdentamattomien liposomien epäspesifinen 
solutoksisuus, mikä johtuu EGF-reseptorin vähäisestä määrästä normaalisolulinjassa 
(Mamot ym. 2003). SKOV-3 soluissa kohdennettujen liposomien spesifinen sytotoksisuus 
tuli esille viiveellä viisi vuorokautta liposomialtistuksen jälkeen. Viivästynyt sytotoksisuus 
saattaa olla seurausta doksorubisiinin hitaasta vapautumisnopeudesta liposomivalmisteesta 
ja sen vaikutusmekanismista sitoutua topoisomeraasi II entsyymiin ja estää syöpäsolujen 
DNA-synteesiä (Kirchmeier ym. 2001; Sapra ym 2004). Viivästynyttä sytotoksista 
vaikutusta on onnistuttu nopeuttamaan pH-sensitiivisillä liposomeilla, jotka vapauttavat 
lääkeaineen lysosomien happaman ympäristön vaikutuksesta (Ishida ym. 2001). 
Kohdennettujen liposomien voimakas sytotoksisuus tuli esille jo pienillä 




mahdollistaa lääkehoidon annoksen nostamisen elimistössä riittävälle pitoisuudelle ilman 
nopeaa lääkeaineresistenssin kehittymistä ja vähentää toksisten sivuvaikutusten 
ilmaantumista (Lopes de Menezes ym. 1998; Sapra ym. 2005).  
 
Solujen kasvatuksessa käytetty naudan sikiön seerumi (FBS) sisältää seerumiproteiineja, 
joilla on taipumusta sitoutua steerisesti stabiloitujen liposomien fosfolipidikalvolle 
(Hernández-Caselles ym. 1993; Moghimi ja Szebeni 2003). Erikoistyössä ei tutkittu 
seerumiproteiinien vaikutusta liposomien sytotoksiseen tehoon. Aikaisemmissa 
tutkimuksissa seerumiproteiinien on havaittu vaikuttavan lääkeaineen ennenaikaiseen 
vapautumiseen liposomeista ja heikentävän lääkeaineen sytotoksista vaikutusta in vitro 
(Gülden ym. 2006; Obata ym. 2008).  
 
Setuksimabi-vasta-aine on myös itsessään terapeuttinen eli hillitsee syöpäsolujen kasvua 
(Baselga ym. 2000). Liposomien sytotoksisuus on siis todennäköisesti seurausta 
doksorubisiinin ja setuksimabin yhteisvaikutuksesta. Erikoistyön sytotoksisuuskokeissa ei 
tutkittu pelkän setuksimabin vaikutusta syöpäsolujen kasvuun liposomeilla, jotka eivät 




Aikaisemmin julkaistuissa tutkimuksissa setuksimabi-vasta-aineella kohdennetuilla 
liposomeilla on saavutettu tehokas soluunotto ja sytotoksinen vaikutus useissa eri  
EGF-reseptoria yli-ilmentävissä syöpäsoluissa ja hiiren kasvainkudosmallissa  
(Mamot ym. 2003; 2005; 2006). Kohdentamattomien liposomien spesifinen soluunotto ja 
sytotoksinen vaikutus on ollut huomattavasti vähäisempää. Lupaavista solukokeista 
huolimatta kohdennettujen liposomien kliininen käyttö in vivo -terapiassa on vielä 
haasteellista. Merkittävin ongelma on liposomien nopea verenkiertopuhdistuma, jossa 
elimistön immuunipuolustusreaktio pyrkii kuljettamaan vieraat partikkelit verenkierrosta 
maksaan ja pernaan hajotettavaksi. Setuksimabi-vasta-aineella kohdennettujen liposomien 
on todettu aiheuttavan elimistössä huomattavasti voimakkaamman 
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immuunipuolustureaktion kuin pelkän vasta-aineen (Harding ym. 1997). 
Immuunipuolustureaktiota voidaan jossain määrin vähentää käyttämällä kokonaisten vasta-
aineiden tilalla muunneltuja vasta-ainefragmentteja, joista puuttuu voimakasta 
immunogeenisyyttä aiheuttava Fc-osa (Harding ym. 1997). Nopean 
verenkiertopuhdistuman lisäksi liposomien terapeuttista käyttöä rajoittaa niiden vähäinen 
kulkeutuminen kasvainkudoksen sisäosiin, jos perfuusio syöpäkudokseen on heikko tai 
kasvain sijaitsee vaikeassa paikassa elimistössä (Moreira ym. 2001). Myös kohdereseptorin 
vähäinen ilmeneminen kasvainkudoksessa ja reseptorivälitteisen endosytoosin puuttuminen 
saattavat vaikuttaa kohdennettujen liposomien sytotoksiseen tehoon ja aiheuttaa terapian 




Mutaation seurauksena soluissa yli-ilmentyvä EGF-kasvutekijäreseptori on ominainen 
useille eri syöpäsolutyypeille, mutta sitä esiintyy tietyissä määrin myös elimistön terveissä 
soluissa. Setuksimabi-vasta-aine on EGF-reseptorin spesifinen inhibiittori, joka sitoutuu 
voimakkaalla affiniteetilla kasvutekijäreseptoriin ja aiheuttaa reseptorikompleksin 
siirtymisen solun sisään.  Erikoistyössä tutkittiin setuksimabi-vasta-aineella kohdennettujen 
liposomien spesifistä soluunottoa ja sytotoksista vaikutusta SKOV-3 syöpäsoluissa ja  
CV-1 normaalisoluissa sekä verrattiin tuloksia kohdentamattomiin liposomeihin. 
Setuksimabi-vasta-aineella kohdennettujen liposomien aktiivinen soluunotto oli 
huomattavasti suurentunut syöpäsoluissa ja doksorubisiinia sisältävät kohdennetut 
liposomit aiheuttivat voimakkaamman sytotoksisen vaikutuksen SKOV-3 soluissa kuin 
kohdentamattomat liposomit. Kohdennettujen doksorubisiiniliposomien sytotoksisuus tuli 
kuitenkin esille viiveellä, mikä viittaa liposomiformulaation ominaisuuksiin vapauttaa 
lääkeaine liposomivalmisteesta. Suurentunutta soluunottoa ja sytotoksista vaikutusta ei 





Kohdennettujen liposomien sovellusmahdollisuudet lääketieteessä ja syövän hoidossa ovat 
merkittävät. Pelkästään syöpäsoluihin spesifisesti kohdentuvien liposomien käyttö 
mahdollistaisi hoitoannoksen nostamisen elimistössä riittävälle pitoisuudelle ilman toksisia 
haittavaikutuksia elimistön terveisiin soluihin. Tällä hetkellä liposomien kliininen käyttö 
rajoittuu passiivisesti kohdennettuihin liposomeihin (Doxil® (Am.), Caelyx® (Eur.)). 
Lupaavista solukokeista huolimatta kohdennettujen liposomien terapeuttinen käyttö 
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